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Titre : Etude de la régulation de l’expression des gènes par les ARN antisens 
Mots clés : ARN, ARN antisens, Régulation génétique 
Résumé : Au cours de la dernière décennie, les avancées du séquençage à haut débit ont permis 
de caractériser un grand nombre d’ARN non codants et d’établir l’existence de transcrits 
“antisens” pour de nombreux gènes chez les mammifères. Cependant leur rôle dans le contrôle de 
l’expression des gènes “sens” auxquels ils sont associés est encore très mal connu.  
Mes travaux ont porté sur la caractérisation de certains aspects du mécanisme d’action des longs 
ARN non codants. Ils reposent sur le développement d’une approche de constructions indicatrices 
fluorescentes dont l’expression est suivie par cytométrie en flux en présence ou non d’ARN 
“antisens”. Cette approche a le potentiel de mettre en évidence une régulation même si elle n’est 
présente que dans une sous-population cellulaire.  
Une première série d’expériences a été réalisée en expression transitoire pour bénéficier d’un 
contexte chromatinien simplifié. Mais dans ce cas, les silencing observés sont aussi actifs sur une 
construction contrôle, indiquant la mise en place d’une réponse non spécifique de séquence qui 
évoque la réponse de type interféron. Cependant, l’expression globale des gènes cellulaires n’est 
pas significativement affectée, indiquant une certaine spécificité de la réponse. Parmi les voies 
testées, ni la kinase PKR, ni la RNaseL ou la voie de l’interférence par l’ARN ne peuvent rendre 
compte du silencing observé. Une des caractéristiques de cette régulation est qu’elle n’affecte pas 
les gènes intégrés au génome mais uniquement les gènes exprimés à partir d’une construction 
épisomale ce qui évoque des caractéristiques souhaitables pour un mécanisme antiviral. 
Cependant l’ampleur de cette réponse non spécifique empêche toute étude plus approfondie d’un 
mécanisme spécifique s’il existe.  
Mes travaux se sont alors portés sur l’étude de ces mêmes constructions en clone stable dans 
deux contextes différents pour l’expression de l’ARN antisens : en cis ou en trans.  
Dans le cas de l’expression en trans, un ARN antisens sans séquence régulatrice particulière ne 
permet pas la mise en place d’un silencing. Cette observation est en accord avec le faible nombre 
de longs ARN antisens connus pour agir en trans dans la nature.  
Par contre l’expression en cis d’un ARN antisens peut conduire à un silencing spécifique. Cette 
organisation dans laquelle les gènes « sens » et « antisens » sont situés sur le même fragment 
d’ADN correspond à celle majoritairement observée pour les longs ARNs antisens dans la nature 
(cisNAT, cis Natural Antisense Transcripts). Cependant, mes travaux montrent que le silencing 
observé n’est pas stable dans le temps et disparaît dès lors que la transcription antisens cesse, 
indiquant l’absence d’une mémoire épigénétique. Un tel mode de régulation est compatible avec 
une interférence transcriptionnelle dans laquelle la transcription et non le produit ARN est la 
cause du silencing. Par ailleurs, un certain nombre de cas de co-régulation du transcrit sens et 
antisens ont été observés, ce qui traduit la possibilité d’activer en cis la transcription du gène cible 
par le promoteur de son ARN antisens. Ce phénomène est probablement facilité par la petite taille 
des constructions, mais cette dualité de réponse est en accord avec l’absence de corrélation 
(positive ou négative) entre l’expression des gènes et de leur transcrits antisens.  L’ensemble de 
mes travaux montrent la faible capacité d’un ARN antisens à induire un silencing. L’approche 
développée doit donc permettre de rechercher des co-activateurs du silencing, par exemple en 








Title : Regulation of gene expression by antisense RNA 
Keywords : RNA, RNA antisense, Gene silencing 
Abstract : During the last decade, next generation sequencing has allowed the characterization of 
a large number of non-coding RNA and the establishment of the fact that a majority of 
mammalian genes were also transcribed in the opposite orientation. However the functional 
significance of this antisense transcription is currently unclear. 
My work focused on the characterization of the regulatory potential of long non-coding RNA. It 
relied on the use of fluorescent reporter constructs. Their expression in the presence or absence 
of antisense RNA is analyzed by flow cytometry. This approach has the potential to uncover a 
regulation mechanism even if it takes place only in a subpopulation of cells. 
A first series of experiments has been performed by transient expression assays in order to benefit 
from a simplified chromatin context. In this case the silencing associated with antisense transcripts 
is also active on control constructs, indicating that at least part of the response is not sequence 
specific suggesting the involvement of an interferon-type response.  
However, cellular gene expression is not significantly affected indicating some level of specificity. 
Among the investigated pathways, neither the PKR kinase, nor RNaseL or RNA interference 
pathway can account for the observed silencing. One of this regulation attributes is that it does 
not affect genes integrated in the genome but only genes expressed from episomes, a selectivity 
which would seem appropriate for an antiviral mechanism. Nevertheless the extent of this non-
specific response impedes any further study of a specific mechanism, if it operates. 
My work focused on the study of these reporter constructs after their integration in the genome, 
with antisense RNA being expressed in cis or in trans. 
In the case of trans expression, an antisense RNA devoid of any specific regulatory sequence does 
not allow the setting of a silencing. This observation is consistent with the low number of long 
antisense RNA known to naturally act in trans. 
On the other side, the cis expression of an antisense RNA can lead to a specific silencing. This 
organization in which “sense” and “antisense” genes are located in the same DNA fragment 
matches with the ones mostly observed for long antisense RNA in nature (cisNAT, cis Natural 
Antisense Transcripts).  
However, my work shows that the observed silencing is not stable over time and the effects 
terminate once antisense transcription stops, indicating the absence of an epigenetic memory. 
This regulation mode is consistant with a transcriptional interference in which transcription – and 
not its RNA product - is causing the silencing. Besides, I observed a certain number of sense and 
antisense transcript co-regulation cases highlighting the possibility to activate the transcription of 
the target gene by the promoter of its antisense RNA. This phenomenon is probably facilitated by 
the small size of the constructs, but this duality of response is in agreement with the lack of 
correlation (either positive or negative) between the expression of genes and their antisense 
transcripts. 
This study shows the limited capacity of an antisense RNA to induce a silencing. The developed 
approach should allow the search for silencing co-activators, for instance by introducing 
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I - Les ARN non codants  
 
Depuis les années 1950, la biologie moléculaire s’est construite autour d’une chaîne 
d’événements censée décrire le lien entre l’information génétique et le fonctionnement des 
systèmes biologiques : l’ADN est transcrit en ARN qui est traduit en protéines, ces dernières 
portant l’ensemble des activités biologiques opérationnelles de la cellule. Ce schéma qui se 
concentre sur les ARN messagers (ARNm) a été construit alors même que les premiers ARN 
non codants étaient décrits. C’est en particulier le cas des ARN ribosomiques (ARNr) qui 
représentent près de 80% du transcriptome. La famille des ARNr est composée de 4 ARN 
chez les eucaryotes qui sont les ARN 28 S, 5,8 S et 5 S qui forment l’ossature sur laquelle 
s’assemble la grande sous-unité ribosomique 60 S et l’ARN 18 S sur lequel s’assemble la 
petite sous-unité 40 S. Si le rôle attribué aux ARNr a longtemps été vu comme purement 
structural, il est apparu plus récemment avec les premières données cristallographiques sur 
le ribosome obtenues en 2000 que le cœur catalytique du ribosome qui assure la formation 
de la liaison peptidique est en fait porté par l’ARN (Moore et al, 2011). Ainsi, non seulement, 
la classe la plus abondante d’ARN ne code pas une protéine mais elle fournit aussi l’activité 
catalytique au cœur de la traduction en accord avec l’idée d’un monde primordial constitué 
d’ARN. De plus, avant même les ARNr, Hoagland et Zamecnik avait décrit en 1958 les ARN de 
transfert (ARNt) qui permettent la lecture du code génétique. Leur structure secondaire est 
formée de 3 tiges boucles qui permettent la reconnaissance du codon de l’ARNm et le 
transfert de l’acide aminé correspondant à la protéine en cours de synthèse au sein du 
ribosome. Les ARNt sont associés aux acides aminées par une liaison ester à leur extrémité 
3’, catalysée par l’aminoacyl-ARNt synthétase. Les ARNr et ARNt ne sont d’ailleurs que les 
premiers d’une longue liste d’ARN non codant découverts par la suite comme les petits ARN 
nucléaires (ou snRNA pour « small nuclear RNA ») impliqués dans la machinerie d’épissage 
ou les petits ARN nucléolaires (ou snoARN) qui participent à la maturation des ARNr. La 
découverte de ces ARN indispensables à la maturation des transcrits et à la synthèse 
protéique n’a cependant pas suffit à changer le point de vue sur le rôle des ARN non 





opposition avec les fonctions « nobles » de régulation assurées par les protéines. Pourtant 
dès 1989, il avait été observé que les ARN, davantage que les protéines, sont indispensables 
à l’organisation du noyau (Nickerson et al, 1989), mais là encore ceci pouvait être interprété 
comme l’indication d’un rôle structurel plus que régulateur.  
Au-delà des ARNr et des différents types de petits ARN, qui pour l’essentiel sont transcrits 
par des ARN polymérases spécialisées (Pol I et Pol III), des ARN non codants d’une taille et 
d’une organisation similaire à celle des ARN messagers, transcrits par la Pol II, ont 
progressivement été décrits. Le fait qu’ils étaient souvent associés à des phénomènes de 
suppression de l’expression, comme Xist pour l’inactivation de l’X ou H19 pour l’empreinte 
parentale, suggérait un rôle régulateur au moins par défaut, tant que l’on ne parvenait pas à 
détecter une protéine. Ce n’est donc qu’avec le NGS (« Next Generation Sequencing ») et le 
développement du séquençage des ARN que la question des ARN non codants a pris toute 
son ampleur. En effet, si les premières indications d’une transcription de l’ensemble du 
génome ont été obtenues par des études sur puces, celles-ci pouvaient être faussées par de 
nombreux artefacts d’hybridation. Par contre, le séquençage à haut débit a clairement établi 
que la grande majorité du transcriptome des eucaryotes supérieurs ne code aucune protéine 
et est donc constitué d’ARN non codants. Pour autant, ces observations ne permettent pas 
de clore le débat puisque le rôle biologique de la plupart de ces transcrits reste encore à 
établir. Il a d’ailleurs été proposé qu’une majorité de ces transcrits n’ait pas vraiment de 
fonction biologique et que leur existence soit due à l’impossibilité de réaliser un contrôle 
strict de la transcription à l’échelle du génome complet (Struhl et al, 2007). L’importance de 
cette question de la fonction des ARN non codants fait que la présentation qui va suivre est 
organisée autour des fonctions plutôt que des transcrits eux-mêmes.  
 1 – Les petits ARN régulateurs 
  1.1 – Découverte et première description 
 
Si les ARN non codants ont des fonctions diverses, un groupe particulier semble se dégager, 
celui des ARN régulateurs. Ce sont des ARN de taille variable qui sont impliqués dans la 
régulation de l’expression des gènes. Leur taille va déterminer les mécanismes impliqués. Les 
premiers à avoir été décrits sont les petits ARN participant à « l’ARN interférence ». 





1998) qui ont mis en évidence chez C. elegans un mécanisme de régulation de l’expression 
des gènes par des ARN double brin. Les auteurs ont montré que l’introduction par micro-
injection dans les cellules de C. elegans d’ARN double brin induit une inhibition de 
l’expression de tout gène qui contient une région identique en séquence avec celle des ARN 
double brin. Ils ont aussi établi que ce mécanisme est post-transcriptionnel et affecte 
l’accumulation des ARN messagers correspondants. Ainsi la micro-injection dans quelques 
cellules de C. elegans est suffisante pour induire un « silencing » aussi appelé PTGS (« Post-
Transcriptional Gene Silencing ») qui se réfère à un groupe de mécanismes par lequel 
l’expression d’un ou plusieurs gènes est régulée négativement ou entièrement supprimée 
par l’introduction d’un ARN antisens.  
Ces observations où l’ARN semble être l’acteur principal d’une régulation génique 
constituaient clairement une rupture des dogmes de la biologie moléculaire. Rapidement 
après la description initiale chez C. elegans, ce mécanisme a été mis en évidence chez 
d’autres espèces comme la drosophile (Kennerdell et Carthew, 1998) ou la souris (Svoboda 
et al, 2000). De fait, il fut démontré que l’interférence par l’ARN est un mécanisme conservé 
chez la grande majorité des eucaryotes et qu’il existait un mécanisme au moins 
partiellement apparenté chez les bactéries ou chez les archaebactéries suggérant une 
origine très ancienne de ce type ce mécanisme. Sa découverte chez C. elegans avait 
d’ailleurs été précédée par des descriptions de phénomènes non mendéliens qui suggéraient 
l’existence de mécanismes pas encore identifiés. C’est le cas en particulier chez les plantes, 
où le phénomène de co-suppression avait été décrit une dizaine d’années auparavant par 
Jorgensen et ses collaborateurs (Napoli et al, 1990). L’objectif de leurs travaux était de 
renforcer la couleur pourpre des pétunias en introduisant des copies supplémentaires du 
gène codant l’enzyme clé de la synthèse de ce pigment (la chalcone synthase). L’introduction 
d’une copie supplémentaire du gène conduit fréquemment à l’extinction du gène cellulaire 
donnant un phénotype partiellement ou totalement blanc aux pétunias. L’ensemble des 
données montre que ce mécanisme semble avoir été conservé au cours de l’évolution pour 
lutter contre les virus et plus spécialement les virus à ARN. Chez les plantes, par exemple, il 
existe un grand nombre de virus qui possèdent un génome ARN et l’inactivation des gènes 
impliqués dans l’ARN interférence va conduire à des infections beaucoup plus sévères 





étaient capables « d’interférer » avec l’ARN interférence, signe que ce dernier  exerce une 
pression de sélection sur les virus (Ding et Voinnet, 2007). Il a d’ailleurs été proposé que 
l’absence de la machinerie de l’interférence ARN, observée chez S. cerevisiae et quelques 
autres levures, reflète sa perte du fait d’une pression de sélection favorable au maintien du 
« Killer virus » (Drinnenberg et al, 2011). 
Dans un premier temps, l’utilisation de l’ARN interférence chez les mammifères a été 
considérée comme impossible du fait de l’existence de la réponse interféron. En effet, chez 
les mammifères l’introduction d’ARN double brin induit des réponses cellulaires dont la 
production d’interférons qui bloquent la synthèse protéique de façon indépendante de la 
séquence de l’ARN antisens. Mais, rapidement  après la description initiale de l’interférence, 
il a été mis en évidence la présence de petits ARN d’une vingtaine de nucléotides (siARN 
pour « short interfering RNA ») chez les plantes où était observée la co-suppression 
(Hamilton et Baulcombe, 1999) ce qui a rendu possible l’utilisation de cette technique chez 
les mammifères. En effet, la description d’une nucléase spécifique de séquence induite par 
les ARN double brin chez la drosophile (Hammond et al, 2000), suggérait que ces petits ARN 
interférents pouvaient jouer le rôle de guide dans la reconnaissance des ARN cibles. Ceci a 
donné l’idée à l’équipe de Thomas Tuschl d’utiliser directement les petits ARN produits du 
clivage des longs ARN double brin pour induire une interférence ARN chez les mammifères 
(Elbashir et al, 2001). Depuis, une meilleure compréhension du mécanisme de l’ARN 
interférence en a fait un puissant outil de biologie moléculaire pour le « Knock Down » ou 
mise sous silence (assourdissement) des gènes afin d’étudier leur fonction.  
Néanmoins, il a été observé très vite que les siARN n’étaient pas les seuls petits ARN 
capables de faire de « l’interférence ». En 2001, plusieurs équipes dont celle de Thomas 
Tuschl identifient un autre type de petits ARN, issus d’ARN précurseurs simple brin mais qui 
contiennent une région fortement appariée dans une structure secondaire en tige-boucle et 
qui donnent naissance aux « micro-ARN » ou miARN (Lagos-Quintana et al, 2001). En fait, ce 
type d’ARN régulateur avait été observé dès 1993 chez C. elegans avec la caractérisation du 
produit du gène lin-4 (Lee et al, 1993), mais jusqu’alors il avait été supposé que c’était une 
spécificité de C. elegans. Puis en 2006, ce sont les « piwi interacting RNA » ou piARN qui sont 
découverts chez la drosophile, leur fonction est de protéger la lignée germinale contre les 





plusieurs classes d’interférence (Aravin et al, 2001). Ces 3 types de petits ARN diffèrent dans 
leur biogénèse et leur mode d’action que je vais détailler.  
 
  1.2 – L’interférence par les siARN 
 
Le silencing par les siARN a été le premier à être décrit. Celui-ci est impliqué dans la réponse 
antivirale de la cellule induite par la présence d’ARN double brin dans le cytoplasme. Il est 
aujourd’hui utilisé comme un outil moléculaire pour le silencing de l’expression des gènes 
dans les études fonctionnelles. 
Comme pour les autres petits ARN régulateurs, le mécanisme d’action de ces petits ARN va 
reposer sur sa capacité à interagir avec un complexe de protéines régulatrices et à le guider 
vers un ARN « cible ». La première découverte faite dans ce sens a été l’observation d’une 
activité nucléase spécifique de séquence induite par l’introduction d’ARN double brin chez la 
drosophile (Hammond et al, 2000) et baptisée RISC pour « RNA Induced Silencing Complex ». 
Très vite un petit ARN d’une vingtaine de nucléotides a été décrit en interaction avec cette 
nucléase lui permettant de la guider vers l’ARN messager cible. L’action catalytique de cette 
nucléase, de la famille des protéines Argonaute, est au cœur du mécanisme de l’interférence 
par les siARN. La mise en évidence de la protéine Argonaute a été faite pour la première fois 
chez A. thaliana dans l’étude d’une mutation affectant la forme des feuilles (Bohmert et al, 
1998). Il fut montré que la protéine Argonaute 1 était nécessaire au mécanisme de co-
suppression chez A. thaliana et que le gène codant cette protéine était apparenté au gène 
Rde1 (« RNAi deficient ») de C. elegans. Le groupe d’Hannon a étendu ces études à la 
drosophile en impliquant la protéine Argonaute 2 (Ago2) dans le silencing post-
transcriptionnel. Depuis, il a été montré qu’il existait des protéines de la famille Argonaute 
chez tous les eucaryotes, à l’exception déjà mentionnée de quelques levures dont S. 
cerevisiae. L’étude phylogénétique de la famille des protéines Argonaute (Parker et Barford, 
2006) montre une grande diversité de protéines Argonaute chez C. elegans et les plantes, 
reflétant l’importance biologique de ce type de régulation chez ces organismes. Chez les 
mammifères, il existe 7 à 8 protéines Argonaute qui peuvent être regroupées en deux sous-
familles : les protéines Argonaute (Ago1, 2, 3 et 4) et les protéines Piwi (Piwi-Like 1, 2 et 3 





champignons et S. pombe et a donc une distribution plus restreinte que celle des protéines 
de la sous-famille Argonaute. Elles sont impliquées dans l’interférence par les piARN (décrite 
plus loin) qui est essentielle pour la régulation des éléments transposables dans les cellules 
de la lignée germinale.  
Le complexe RISC est donc organisé autour d’une protéine Argonaute et d’un petit ARN 
guide. Chez les mammifères, seule Ago2 a une activité endonucléolytique qui permet le 
clivage de l’ARN cible. Cette activité est portée par le domaine Piwi de la protéine comme le 
montre la structure de la protéine Argonaute de P. furiosus (Song et al, 2004). Cette étude a 
mis en évidence une homologie du domaine Piwi avec le domaine catalytique des RNase H 
des rétrovirus des vertébrés capable d’hydrolyser le brin ARN dans un double brin ADN:ARN. 
Dans le cas de la protéine Ago2, l’hydrolyse de l’ARN ciblé ne demande pas de 
caractéristique particulière mise à part la complémentarité parfaite avec le petit ARN 
« guide » (ou presque parfaite, un ou deux mésappariements en dehors du site de coupure 
pouvant être tolérés). Cela permet d’ailleurs d’utiliser l’interférence ARN sur des transcrits 
non codants ou sans queue polyA tandis que la traduction n’est pas déterminante dans 
l’efficacité du silencing (Sen et al, 2005).  
Dans le silencing siARN, l’ARN double brin est le plus souvent exogène (virus à ARN) ou 
résulte de l’action d’un expérimentateur comme dans le cas des expériences réalisées par 
Fire et Melo (ARN double brin de plusieurs centaines de nucléotides). Il fallait donc une 
étape pour expliquer l’apparition de petits ARN d’une vingtaine de nucléotides après 
l’introduction de ces longues séquences. Cette étape dans la biogénèse des petits ARN est 
réalisée par une enzyme de la famille des RNase III essentielle pour le développement, Dicer 
(l’éminceuse) (Berstein et al, 2004). Dicer va générer à partir d’une matrice d’ARN double 
brin des ARN interférents d’une vingtaine de nucléotides.  
L’ensemble de ces découvertes a permis de dégager un schéma général du mécanisme 
siARN (Fig. 1). L’idée est que l’ARN double brin de grande taille introduit dans la cellule 
(artificiellement ou issu de virus à ARN) est pris en charge par Dicer qui va l’hydrolyser en 
petits ARN d’une vingtaine de nucléotides. Ces derniers sont alors incorporés au complexe 
RISC en s’associant à la protéine Ago2. Dans le complexe RISC, seul le brin « guide » est 
conservé. Le brin « passager » issu du double brin formé par Dicer est lui éliminé soit par 





par plusieurs critères dont la stabilité de l’appariement des extrémités du petit ARN (Noland 
et al, 2013). C’est à ce moment que le complexe RISC est fonctionnel et peut interagir avec 
l’ARN messager cible. C’est la complémentarité parfaite entre la séquence de l’ARN 
messager cible et le petit ARN « guide » qui va permettre la coupure endonucléolytique par 
la protéine Argonaute. La coupure va permettre la dégradation des deux fragments d’ARN 
générés, par l’action des exonucléases 3’5’ et 5’3’ ce qui conduit à une disparition 




Des ARN double brin d’origine endogène peuvent aussi déclencher le mécanisme siARN via 
les endo-siARN. Chez les mammifères, du fait de l’absence d’ARN Polymérase dépendant de 
l’ARN, la formation d’ARN double brin est possible dans trois contextes génomiques (Fig. 2). 
(i) La transcription convergente sur un locus (cis-NAT) (ii) L’interaction entre deux séquences 
complémentaires transcrites par différents loci comme des séquences d’éléments 
transposables ou des pseudogènes (trans-NAT) (iii) La formation d’une structure ARN en tige 
boucle, distincte des précurseurs miARN, pouvant dériver de la répétition inversée d’une 
séquence. Dans chacun de ces cas, le précurseur ARN double brin va entrer dans le 
Figure 1 : Régulation par les siARN. 
(Dominska et Dyckhoorn, 2010) Pour initier 
l’interférence ARN le précurseur ARN 
double brin est introduit dans la cellule soit 
directement soit par l’intermédiaire d’un 
gène exprimant un shRNA préalablement 
introduit dans la cellule. Ce précurseur est 
pris en charge par l’enzyme DICER 
(DICER/R2D2 chez Drosophila) qui va alors le 
découper en fragments de 21 paires de 
bases (siARN) qui sont par la suite 
incorporés dans le complexe effecteur RISC. 
Le siARN va alors servir de guide au 
complexe RISC qui va pouvoir se positionner 
sur l’ARNm du gène cible par 
complémentarité de bases. Une fois 
positionné, le complexe RISC via la protéine 
Argonaute 2 va alors couper l’ARNm cible le 
rendant sensible à l’action des exonucléases 





mécanisme « classique » des siARN par action de la protéine Dicer et permettre la régulation 
des gènes cibles (Tam et al, 2008 ; Watanabe et al, 2006). Le rôle des endo-siARN n’est pas 
restreint à une action antivirale. Une étude portant sur les oocytes de souris a montré que 
l’absence des protéines Dicer et Ago2 résulte en la dérépression des éléments transposables 
(Watanabe et al, 2008). Les endo-siARN auraient ainsi un rôle redondant avec celui des 
piARN dans la protection de la lignée germinale contre les éléments transposables. De la 
même façon que pour la voie des piARN, ce mécanisme semble être tissu-spécifique et 





  1.3 – L’interférence par les miARN 
 
La régulation par les microARN ou miARN va se différencier du silencing siARN par le 
mécanisme mis en œuvre, mais aussi par la biogénèse du petit ARN. En effet, contrairement 
Figure 2 : Origines des endo-siARN (Siomi et al, 
2011). Les origines possibles des siARN au sein de 
la cellule. Ils peuvent être issus de transcrits 
convergents recouvrant l’ensemble ou des 
parties d’un gène. Ils peuvent également être 
produits à partir de transcrits formant des tiges 
boucles comme c’est le cas des précurseurs 
microARN. Enfin ils peuvent être issus de 
transcription inverse se produisant sur un 
pseudogène formant alors un couple 
sens/antisens. Dans tous ces cas le précurseur est 
pris en charge par Dicer qui le découpe en 
fragment de 21 paires de bases pour ensuite 





au mécanisme siARN qui est déclenché par l’introduction d’ARN double brin bimoléculaire et 
principalement d’origine exogène, le silencing miARN implique une séquence endogène 
simple brin transcrite à partir de gènes cellulaires (voir cependant l’exception des endo-
siARN issus d’une longue tige boucle). 
Historiquement, la première description d’un miARN a été faite par le groupe d’Ambros qui a 
mis en évidence que le gène lin-4, impliqué dans le contrôle du développement larvaire chez 
C. elegans, ne code aucune protéine mais permet l’accumulation d’un petit ARN (Lee et al, 
1993). La génétique ayant mis en évidence que lin-4 régulait négativement l’expression de 
plusieurs autres gènes et ce via la région 3’ non traduite de leur ARNm, la connaissance de la 
séquence de lin-4 a permis d’identifier la présence de plusieurs séquences partiellement 
complémentaires dans la région 3’ non traduite des gènes cibles comme, lin-14 (Lee et al, 
Wightman et al, 1993). Dans ces travaux, l’expression du petit ARN lin-4 a un impact sur la 
quantité de protéines LIN-14 sans modifier pour autant la quantité d’ARN messager. Le 
modèle proposé est donc que le petit ARN transcrit par le gène lin-4 se fixe en région 3’UTR 
de l’ARN messager du gène lin-14 et bloque sa traduction.  
L’ARN lin-4 est maintenant devenu le prototype des miARN (Lagos-Quintana et al, 2001). 
C’est aussi le cas du gène let-7, autre gène impliqué dans le développement de C. elegans 
qui permet lui aussi l’expression d’un petit ARN de 22 nucléotides (pour la forme la plus 
abondante) et qui possède le même mode d’action que le miARN lin-4 (Reinhart et al, 2000). 
Des homologues du gène let-7 ont été identifiés chez l’homme, la drosophile et d’autres 
animaux (Pasquinelli et al, 2000). Cette classe très abondante de petits ARN est impliquée 
dans la régulation de nombreuses voies cellulaires (différenciation, prolifération, apoptose, 
etc…) et cela chez de nombreux organismes. Il existe ainsi près de 2000 gènes codant des 
miARN chez l’homme produisant 2600 micro ARN matures distincts tandis que chez C. 
elegans et la drosophile il existe 434 et 433 miARN, respectivement (miRBase). Ces gènes 
« miARN » ne codent pas directement des petits ARN mais leurs précurseurs aussi appelés 
pri-miARN (Lee et al, 2002). Ce transcrit primaire est dans la plupart des cas un produit de 
transcription de l’ARN Polymérase II et est coiffé et polyadenylé (Saini et al, 2005). Il existe 
néanmoins des cas particuliers ou les pri-miARN sont transcrits par l’ARN Polymérase III, 
impliqués habituellement dans la transcription de l’ARN ribosomal 5 S, des ARN de transfert 





retrouve également des séquences de pri-miARN dans des séquences de gènes classiques. 
C’est alors l’ARN messager du gène dans lequel se trouve la séquence qui va avoir le rôle de 
précurseur. Ce cas de figure de miARN « intronique » (nom trompeur car la séquence du 
précurseur miARN est parfois dans le dernier exon) représente en moyenne 50% des miARN 
(Saini et al, 2007). Dans le cas de miARN « introniques », le niveau d’expression est souvent 
corrélé à celui de l’ARN messager hôte, signe que l’ARN messager joue bien dans ce cas-là le 
rôle de pri-miARN. Néanmoins, il existe des cas de promoteurs internes aux introns qui 
permettent une transcription de pri-miARN indépendante de l’ARN messager (Monteys et al, 
2010).  
Indépendamment de son origine, le pri-miARN est un transcrit très structuré qui peut 
contenir une ou plusieurs structures en tige-boucle d’environ 70 nucléotides. Chacune de ces 
tiges-boucles va être à l’origine d’un miARN. Les miARN sont souvent organisés en clusters et 
ainsi un pri-miARN va pouvoir générer jusqu’à 6 miARN différents (Alturia et al, 2005). La 
première étape dans la biogénèse du miARN va être la coupure des tiges-boucles du pri-
miARN à leur base par le « micro-processeur ». Le complexe micro-processeur est composé 
de Drosha qui est une endonucléase spécifique à l’ARN double brin de la famille des RNase III 
(l’autre membre de la famille chez les mammifères avec Dicer) et DGCR8 (ou Pasha chez la 
drosophile) protéine indispensable à la stabilisation de Drosha sur son substrat (Denli et al, 
2004 ; Gregory et al, 2004). Ce complexe permet la coupure à 11 nucléotides de la base de la 
tige-boucle donnant naissance au précurseur intermédiaire pré-miARN. L’action du 
complexe micro-processeur se fait dans le noyau et les pré-miARN ainsi produits sont pris en 
charge par une voie de transport vers le cytoplasme associé à l’exportine 5 (Lund et al, 
2004 ; Yi et al, 2003). L’exportine 5 est une protéine de la famille de l’importine β qui permet 
le transport vers le cytoplasme via l’utilisation de RanGTP comme énergie. Elle reconnait les 
pré-miARN grâce à la signature de coupure par Drosha qui génère une extrémité 3’OH 
protubérante de deux nucléotides (Okada et al, 2009).  
Une fois dans le cytoplasme, les pré-miARN sont pris en charge par Dicer. Dicer va agir sur le 
pre-miARN comme sur un ARN double brin dans la biogénèse des siARN en produisant des 
duplex miARN d’une vingtaine de nucléotides. Chez les mammifères, il n’existe qu’une seule 
protéine Dicer mais chez la Drosophile il existe deux paralogues qui sont spécialisés : Dicer 1 





ARN produit dans Ago1 et Dicer 2, spécifique de l’ARN double brin et du silencing siARN, va 
permettre un transfert préférentiel du petit ARN dans Ago2. Chez les mammifères, il n’y a 
pas d’indication que les duplex miARN soient intégrés préférentiellement à une protéine 
Argonaute particulière. Néanmoins, le modèle proposé est que seule Ago2 est capable 
d’éliminer le brin « passager » par hydrolyse. Les autres protéines Argonaute dépendent 
d’une déstabilisation du duplex due à la présence de mésappariement. Les duplex miARN 
contenant quelques mésappariement, on peut s’attendre à ce que les complexes RISC actifs 
formés avec les protéines AGO 1, 3 et 4 soient plus enrichis en miARN. A l’inverse, même si 
cela n’a pas été démontré, il est supposé que les endo-siARN sont préférentiellement 
transférés dans Ago2. 
La compréhension du mode d’action des miARN a été fortement influencée par les 
premières études faites sur la régulation de Lin-14 par Lin-4 (Banerjee et Slack, 2002). Ces 
études montrent que le miARN lin-4 est capable de former des hybrides incomplets avec 
l’ARN messager de lin-14 dans sa région 3’UTR non traduite (7 sites de fixation). La présence 
de plusieurs sites de fixation laisse à penser qu’il est nécessaire de recruter plusieurs 
complexes RISC sur le transcrit pour permettre une réponse efficace. La particularité des 
miARN est que l’hybridation avec leur cible est imparfaite, du moins chez les mammifères, 
où il n’existe que très peu de cas d’interaction avec une cible parfaite (Yekta et al, 2004), à 
l’inverse des plantes. En conséquence, le nombre de nucléotides impliqués dans la 
reconnaissance de la cible des microARN est plus faible que dans le cas des siARN et un 
miARN peut posséder plusieurs ARN messagers cibles. Typiquement on peut s’attendre à ce 
que le motif clé de la reconnaissance (la séquence d’amorçage, « seed sequence », les 
nucléotides 2 à 8 du micro ARN) soit présent tous les 16 kb de séquence ou environ dans un 
ARN messager sur 10. Une contrepartie de cette possibilité d’une multiplicité de cible est 
que l’absence d’une complémentarité parfaite avec sa cible ne permet pas l’hydrolyse de 
l’ARN messager cible mais fait intervenir d’autres mécanismes. Néanmoins, chez les 
mammifères, il n’existe pas de séparation stricte entre les  siARN et les  miARN et il existe 
des cas, comme celui du miR-196a qui cible HoxB8 et qui ne diffère que d’une paire de base 
avec son ARN messager cible, ou le mécanisme impliqué est une hydrolyse de l’ARN (Yekta 
et al, 2004). Enfin si la majorité des sites miARN est retrouvée dans la région 3’ non traduite 





les régions codantes (Brodersen et Voinnet 2009). Ainsi il convient d’être prudent avant de 
trop généraliser les règles principalement issues des études faites sur C.elegans et les 
différences observées dans les études de la régulation par le complexe miRISC ont 
longtemps généré des controverses. Les premières observations avait montré par exemple 
que chez C. elegans les transcrits lin-14 n’étaient pas dégradés et restaient associés à des 
polysomes (Wightman et al, 1993). Ceci suggérait une régulation de la traduction au niveau 
de l’élongation ou une dégradation co-traductionnelle de la protéine (Olsen et Ambros, 
1999). Mais d’autres études, y compris chez C. elegans, ont montré une dégradation de 
l’ARN messager (Bagga et al, 2005) ou l’inhibition de l’initiation de la traduction.  
Aujourd’hui plusieurs milliers d’études chez C. elegans, la drosophile et les vertébrés ont 
permis d’éclaircir le tableau. Ainsi, la présence de sites de fixation miARN sur l’ARN messager 
cible peut conduire à une diminution de l’expression protéique qui est le plus souvent 
associée à une diminution de l’ARN messager (Eichhorn et al, 2014 ; Guo et al, 2010). 
Cependant contrairement aux mécanismes impliqués dans le silencing par un siARN, pour le 
silencing miARN il n’y a pas d’indication d’hydrolyse endonucléolytique de l’ARN messager 
cible mais plutôt une dégradation par la voie normale de dégradation après déadénylation et 
décoiffage de l’ARN (Wu et al, 2006) (Fig. 3). L’inhibition de la traduction ne permet pas à 
elle seule d’induire une déadénylation du transcrit. Il est donc nécessaire au complexe 
miRISC de recruter d’autres protéines partenaires. La déstabilisation de l’ARN messager par 
le miARN se fait via le recrutement dans le complexe miRISC de CCR4/NOT (chez la 
drosophile, Behm-Ansmant, 2006 ; chez les mammifères, Chen et al, 2009). CCR4/NOT est le 
complexe protéique qui joue un rôle déterminant dans la déadénylation processive des ARN 
messagers et donc leur dégradation « active ». Cette déadénylation du message par le 
complexe miRISC va s’accompagner du recrutement du complexe DCP1/DCP2. Ce complexe 
va permettre l’élimination de la coiffe en 5’ de l’ARN messager. La combinaison de l’action 
de ces deux complexes va rendre alors le transcrit ciblé par le miARN sensible aux 
exonucléases cellulaires et permettre sa dégradation (Chen et al, 2009) (Fig. 3).  
Contrairement au silencing siARN, ou le complexe RISC minimal est uniquement composé de 
la protéine Ago2 (porteuse de l’activité endonucléolytique) et du petit ARN, le complexe 
miRISC nécessite plusieurs partenaires comme CCR4/NOT et DCP1/DCP2. Le recrutement de 





passe par les protéines de la famille GW182 (TNRC6 A, B et C chez l’homme). Cette famille de 
protéines est capable d’interagir avec les protéines Argonaute via un motif répété riche en 
Glycine-Tryptophane (GW) auquel elles doivent leurs noms (Till et al, 2007). La protéine 
GW182 ou TNRC6 va avoir un rôle de plateforme permettant le recrutement de tous les 
facteurs nécessaires au silencing. Des expériences d’ancrage de la protéine GW182 chez la 
drosophile (Behm-Ansmant et al, 2006) et de mammifère (Li et al, 2008) ont montré 
l’importance de cette protéine, car cet ancrage  permet l’induction d’un silencing semblable 
à celui d’un miARN mais indépendamment des protéines Argonaute et du miARN (Lazzaretti 
et al, 2009). Ceci indique que GW182 suffit à apporter la fonction de silencing au sein du 
complexe miRISC.  
Les protéines GW182 sont présentes dans le cytoplasme à la fois sous forme soluble mais 
aussi dans des agrégats de protéines et d’acides nucléiques appelées P-bodies (Processing 
Bodies, selon la nomenclature initialement introduite chez la levure (Sheth et al, 2003)). Ces 
structures contiennent les enzymes de la machinerie de dégradation des ARN comme Xrn1 
(l’exonucléase 5’ présente dans le cytoplasme) ou DCP1 (l’enzyme de décoiffage des ARNm) 
(Eystathioy et al, 2003). La présence des protéines Argonaute a aussi été mise en évidence 
dans les P-bodies ce qui pourrait suggérer un rôle de ces structures dans la régulation par les 
petits ARN (Liu et al, 2005 ; Sen et Bau, 2005). Cependant, la présence dans les cellules de 
mammifère de P-bodies détectables ne semble pas nécessaire pour le silencing par les siARN 
et les miARN (Serman et al, 2007) ce qui suggère plutôt un rôle dans le stockage, le recyclage 





















Figure 3 : Biogenèse et mécanisme d’action des miARN (Van Rooij et Olsen, 2012).  
Les gènes des miARN sont généralement transcrits par l’ARN polymérase II qui produit un transcrit coiffé et 
polyadenylé, le pri-miARN. Ce pri-miARN possède des structures en tige-boucle qui vont être clivées à leur base 
par la RNase III Drosha associée à DGCR8 générant les pre-miARN, précurseurs de 70 nucléotides en tige-
boucle. Après avoir été exporté dans le cytoplasme, le pre-miARN est coupé par Dicer pour donner un miARN 
double brin d’environ 22 nucléotides. Un de ces deux brins miARN est incorporé au complexe RISC et permet 
de guider le complexe effecteur sur l’ARNm cible. Le complexe miRISC va modifier le devenir de l’ARNm de 
plusieurs manières à travers une inhibition de la traduction de l’ARNm cible mais également sa déadénylation 
et son décoiffage conduisant à sa dégradation par les exonucléases de la cellule.  







  1.4 – L’interférence par les piARN 
 
Les « PIWI-interacting small RNAs » ou piARN sont la classe la moins bien caractérisée des 
petits ARN régulateurs liés à l’interférence ARN. Ils ont pourtant un rôle crucial de « gardien 
du génome » en maintenant une répression de l’ensemble des éléments transposables. Le 
manque de connaissance sur ce mécanisme provient sans doute du fait que ce mécanisme 
est restreint aux cellules de lignée germinale, même si quelques travaux suggèrent qu’ils 
pourraient avoir des fonctions non germinales chez l’Aplysie (Rajasethupathy et al, 2012), la 
drosophile (Rouget et al, 2010) ou les mammifères (Watanabe et al, 2011). En dépit de cette 
spécialisation, cette voie de régulation a été observée très tôt dans l’histoire de 
l’interférence ARN. Dès 2001, une étude de la lignée germinale mâle de D. melanogaster 
montre comment la protéine stellate, qui a la particularité d’être codée à partir de 
séquences répétées, est mis sous silence par un petit ARN (Aravin et al, 2001). Il a d’ailleurs 
été observé très vite que dans les organes sexuels et le jeune embryon de D. melanogaster a 
été trouvée une forte abondance de ces petits ARN d’une taille plus importante que celle 
des siARN et miARN (23-32 nucléotides). Ces petits ARN étant dérivés de séquences 
d’éléments répétés dans le génome, ils furent alors nommés dans un premier temps 
« repeat-associated small interfering RNAs » ou rasiARN (Aravin et al, 2003).  
Comme c’est chez la drosophile qu’il existe le plus de données sur les piARN, le reste de 
cette présentation considère principalement le cas de la drosophile. Les piARN sont codées à 
partir de longues séquences intergéniques dans le génome (> 100 000 bases) aussi appelées 
piARN clusters et souvent très riches en éléments transposables. La majorité des piARN sont 
issus du brin antisens des séquences des éléments transposables permettant un silencing via 
l’hybridation avec le transcrit des transposons (Saito et Siomi, 2010).  
Contrairement à la biogénèse des siARN et miARN, le précurseur piARN est un ARN simple 
brin dont la maturation va être indépendante d’enzymes de la famille des RNases III de type 
Dicer ou Drosha (Vagin et al, 2006). L’autre différence majeure avec les siARN et miARN est 
que les piARN ne sont pas associés aux protéines de la sous-famille Argonaute qui sont 
exprimées de manière ubiquitaire mais aux protéines de la sous-famille PIWI. La sous-famille 
PIWI est principalement exprimée dans la lignée germinale. L’interaction des piARN avec les 
protéines PIWI permet la formation du complexe piRISC qui participe à deux mécanismes 





au niveau transcriptionnel et un second qui va permettre l’amplification de la réponse contre 
ces éléments via la génération de nouveaux piARN à partir des transcrits cibles.  
Le transcrit précurseur piARN ou pre-piARN est transcrit à partir d’un piARN cluster (Fig. 4). 
Cet ARN est exporté et maturé dans le cytoplasme. La première étape de la maturation sera 
être coupée pour donner des « piRNA like small RNA » qui sont les piARN non encore 
disponibles pour le complexe RISC. L’activité endonucléolytique est apportée par la protéine 
mitochondriale transmembranaire Zucchinie ou Zuc. On ignore encore la séquence 
définissant le site de clivage au sein des pre-piARN mais il est clair qu’il existe un très fort 
biais d’incorporation dans les protéines PIWI de piARN possédant un 5’ Uracile. Une des 
signatures de la protéine Zuc va être d’ailleurs de créer cette extrémité 5’ monophosphate 
Uracile qui va permettre l’incorporation dans la protéine PIWI (Ipsaro et al, 2012 ; Nishimasu 
et al, 2012). Une fois incorporé dans le complexe piRISC le piARN subi encore deux étapes de 
maturation. La première sera un raccourcissement de son extrémité 3’ par l’action d’une 
exonucléase qui réduit sa taille à 23-32 nucléotides (Kawaoka et al, 2011). Des travaux 
récent ont montrés que cette exonucléase été également la protéine Zuc et que sa coupure 
libérais de nouveaux piARN primaires à l’extrémité 5’ monophosphate Uracile aussi appelés 
Trail-piARN qui permettent une amplification de la réponse (Mohn et al, 2015). La seconde 
sera la 2’-O méthylation de cette même extrémité 3’ du piARN afin de protéger cette 
extrémité de la dégradation et de stabiliser le complexe piRISC. Cette étape de la maturation 
sera permise par l’action des protéines Hen1/Pimet chez D. melanogaster (Horwich et al, 
2007). C’est à la fin de cette dernière étape de maturation que le complexe piRISC devient 
actif.  
Le complexe piRISC est composé de nombreuses protéines dont le rôle dans la régulation par 
les piARN n’a pas encore été déterminé pour toutes. La particularité des protéines PIWI est 
que ces dernières, contrairement aux protéines Argonaute, présentent des méthylations qui 
permettent le recrutement d’une classe de protéines à domaine Tudor (TDRD) spécifiques 
elles aussi de la lignée germinale (Siomi et al, 2010). C’est le cas de Tud qui s’associe avec 
Aubergine via ses méthylations pour participer aux mécanismes d’amplification de la 
réponse piARN (Nishida et al, 2009) chez la drosophile. La mutation de Tud engendre le 
même phénotype que la mutation d’Aubergine (Arkov et al, 2006).  





complexe piRISC est composé autour de la protéine PIWI cela déclenche le mécanisme 
primaire piARN, le complexe sera relocalisé dans le noyau (Haase et al, 2010 ; Olivieri et al, 
2010 ; Saito et al, 2010) et permettra le recrutement de méthyltransférases qui induiront le 
silencing des promoteurs des éléments transposables (Aravin et al, 2008 ; Le Thomas et al, 
2013). Dans le cas de la formation du complexe RISC associé à la protéine Aubergine cela 
engendre le mécanisme d’amplification (Fig. 4). Ce mécanisme est cytoplasmique et vise les 
ARN issus des éléments transposables. Les ARN ciblés par le complexe piRISC seront clivés 
via une action endonucléolytique (Saito et al, 2006). Le clivage s’effectue toujours au niveau 
du 10e nucléotide qui s’apparie avec le piARN à partir de l’extrémité 5’ (Brennecke et al, 
2007 ; Gunawardane et al, 2007). Le clivage de l’ARN du transposon cible créée une 
extrémité 5’ sur celui-ci donnant ainsi le précurseur d’un nouveau piARN. Ce dernier sera 
alors pris en charge par la protéine Ago3 et sera maturé au niveau de son extrémité 3’ 
comme pour un piARN primaire même si l’intervention des mêmes partenaires n’est pas 
claire. Le nouveau complexe piRISC associé avec Ago3 agit alors à son tour et de la même 
façon qu’avec Aubergine sur l’ARN du transposon cible donnant naissance à un piARN 
secondaire qui sera pris en charge par Aubergine permettant une amplification cyclique 
(Brennecke et al, 2007 ; Gunawardane et al, 2007). C’est ce renvoi mutuel de substrat entre 
Aubergine et Ago3 qui a inspiré le nom de mécanisme Ping-Pong. La mise en place de ce 
mécanisme d’amplification est facilité par la protéine à domaine Tudor, Krimper, qui permet 
la colocalisation des protéines Ago3 et Aubergine sein de même complexe (Webster et al, 
2015) 
A l’image des P-bodies dans le silencing miARN, la machinerie piARN se localise dans le 
cytoplasme dans des granules dépourvus de membranes. Ces structures non membranaires 
riches en ARN sont conservées dans les lignées germinales de nombreuses espèces 
d’eucaryotes. Chez D. melanogaster, où ces granules ont été le plus étudiés, il est observé 
qu’ils sont regroupés en une grande structure périnucléaire dense aux électrons appelée 
« nuage » (Findley et al, 2003). Nuage est une structure uniquement retrouvée dans les 
cellules nourricières de l’oocyte et l’ensemble de la lignée germinale mais absente de 
l’oocyte (cellule quiescente) et des cellules du soma. L’ensemble des facteurs nécessaires au 
silencing piARN telles que les protéines PIWI et les protéines à domaine Tudor s’accumule 





protéine transmembranaire Zuc, essentielle pour la biogénèse du piARN. Chez les souris, on 
retrouve le même type de granules où s’accumulent les constituants de  la machinerie 
piARN. Ils portent le nom de « ciment intermitochondrial » ou « chromatoïd bodies (CBs) » 
(Kuramochi-Miyagawa et al, 2001 ; Vasileva et al, 2009). Que cela soit chez la drosophile ou 
la souris, la structure et les composants de ces granules vont être modifiés au cours du 
temps selon les différents stades de différenciation des cellules de la lignée germinale.  
Les protéines de la sous-famille Piwi ont une activité endonucléase et peuvent donc a priori 
être impliquées dans un silencing post-transcriptionnel, c’est par exemple ce qui est observé 
pour le silencing de Stellate chez la drosophile (Kotelnikov et al, 2009). Dans ce cas, il est 
proposé que seuls les ARN compétents pour la traduction soient dégradés par le complexe 
Aub/piARN ce qui conduit à un silencing ARN nettement plus faible que celui observé pour 
les protéines. Chez la souris, une activité de coupure dirigée par les piARN a été observée au 
cours de la spermatogenèse (Goh et al, 2015). Par contre, d’autres silencings ont lieu au 
niveau transcriptionnel comme évoqué plus haut ou dans le cas du locus Rasgfrf1 qui est 

























Figure 4 : Biogenèse primaire et secondaire des piARN (Luteijn et Ketting, 2013).  
Exemple des deux voies de biogenèse des piARN chez Drosophila melanogaster. Dans la voie de synthèse 
primaire, le précurseur issu des gènes piARN est clivé par l’endonucléase Zucchini (Zuc). Aidés par deux 
protéines chaperonnes Shutdown (Shu) et Heat shock protein 83 (Hsp83), les fragments sont incorporés dans 
les protéines Piwi ou Aubergine. De préférence les fragments aux extrémités 5’U sont incorporés. Une fois 
incorporé, le précurseur piARN continue d’être maturé en subissant un raccourcissement de son extrémité 3’ 
par une exonucléase inconnue puis une méthylation de cette même extrémité par l’enzyme Hen1. Cela clôt la 
biogenèse primaire. Si le piARN est associé avec la protéine Aubergine (mais pas Piwi) celui-ci peut participer à 
la synthèse secondaire. En reconnaissant le transcrit cible, Aubergine permet sa coupure. L’extrémité 5’ libérée 
sur le transcrit cible va alors servir de nouveau précurseur et sera incorporée à la protéine Ago3. Ago3 permet  
le même mécanisme de coupure donnant à son tour des précurseurs pour de nouveaux piARNs à Aubergine 







2 – Les longs ARN non codants (lncRNA) 
  2.1 – Première description et caractéristiques 
 
L’essentiel du génome ne code aucune protéine et la découverte des petits ARN et de leurs 
précurseurs ne peut suffire à attribuer une fonction à ces régions sombres du génome, 
surnommées la « Dark matter » (Johnson et al, 2005). Lors de la dernière décennie, 
l’avancée de la technologie de séquençage a grandement aidé à éclairer cette part d’ombre 
de l’ADN. Ceci a mis en lumière qu’en plus du transcriptome codant il existe un 
transcriptome non codant qui représente la presque totalité des séquences du génome. Si 
ces observations ont maintenant été largement validées expérimentalement, elles ne 
fournissent pas pour autant un cadre conceptuel pour interpréter le rôle biologique de 
l’ensemble du génome. De fait, pour de nombreux transcrits, leur faible niveau 
d’accumulation est compatible avec la proposition qu’ils n’ont pas d’activité biologique mais 
traduisent simplement les limites de la fidélité de l’initiation de la transcription (Struhl et al, 
2007) ; une hypothèse renforcée par le très petit nombre de mutations dans des ARN non 
codants qui ont été associées à des pathologies (Ponting et al, 2009). Alternativement, 
comme certains de ces transcrits sont rapidement dégradés, il est possible que ce soit la 
transcription plus que les transcrits produits qui joue un rôle biologique. C’est pourquoi, si 
un répertoire exhaustif des transcrits non codants devrait pouvoir être établi dans les 
années qui viennent, rien ne permet aujourd’hui de prédire le nombre de classes 
fonctionnelles qu’il contiendra, ni à quel pourcentage des ARN non codants on pourra in fine 
associer une activité biologique.  
Pour distinguer ces transcrits des petits ARN précédemment discutés nous utiliserons 
l’appellation générique de longs ARN non codants ou lncRNA (long non coding RNA). La 
première description d’un long ARN non codant ayant une activité de régulation de 
l’expression génique est celle de Xist (Bursani et al, 1991 ; Brown et al, 1991 ; Brockdorff et 
al, 1992). Ce dernier est impliqué dans l’inactivation du chromosome X surnuméraire chez 
les femelles des mammifères. Xist est un ARN de 17 kb exprimé à partir du locus XIC (X-
inactivation center) du chromosome X inactif. L’expression de Xist est suffisante à elle seule 
pour permettre l’induction en cis d’un silencing complet du chromosome X (Wutz et al, 
2000). Cette première description a permis d’identifier quelques caractéristiques des longs 





longs ARN non codants sont transcrits par la polymérase II, sont coiffés et peuvent être 
polyadénylés et épissés. Par convention ils ont une taille supérieure à 200 nucléotides qui 
peut atteindre plusieurs centaines de kilobases. De plus, comme leur nom l’indique, ces 
transcrits ne codent pas de protéines, mais il est difficile de donner un sens absolu à cette 
définition puisqu’un ARN de grande taille contient nécessairement des cadres ouverts de 
lecture (Dinger et al, 2008). On est donc amené à qualifier le caractère non codant par une 
faible capacité de codage protéique : seuls des cadres de lecture courts sont détectables, qui 
ne sont pas conservés entre espèces et sont dans un environnement peu favorable à la 
traduction. Ceci est en général complété par l’absence de détection d’un produit protéique 
correspondant aux cadres ouverts les plus longs. Il est cependant souvent impossible de 
complètement exclure que des peptides pourraient être produits. Le développement de la 
technique d’empreinte ribosomique qui permet une description très fine de la traduction n’a 
pas complétement permis de répondre à la question de la non traduction des ARN non 
codants puisque l’on peut observer une association à bas niveau avec les ribosomes même 
pour des ARN « bien identifiés » comme non codants (Guttman et al, 2013). Le critère le 
mieux adapté pourrait être l’absence de diminution de l’association avec les ribosomes 
après un codon stop, ce qui indiquerait que l’association avec les ribosomes n’est pas liée à 
une synthèse protéique spécifique.  
L’observation que les ARN non codants sont faiblement conservés entre espèces, en 
moyenne un peu moins que les régions non traduites des ARNm (Carninci et al, 2005) 
contribue à jeter un doute sur la fonction de ces transcrits. On peut cependant noter que les 
régions non codantes des ARNm remplissent des rôles importants pour l’expression des 
gènes à travers le contrôle de la stabilité, de la localisation et de la traduction de ces ARN. 
Néanmoins, l’analyse de la conservation des séquences ne permet que difficilement 
d’identifier les régions fonctionnelles du fait de la petite taille des motifs impliqués et de 
l’importance des structures secondaires mais pas nécessairement des séquences elles-
mêmes.  
Il a été proposé trois mécanismes pour la genèse de nouveaux ARN non codants (Ponting et 
al, 2009) : 
(i) Un décalage du cadre de lecture dans un gène codant une protéine. C’est l’hypothèse qui 





séquence a subi un décalage du cadre de lecture après insertion d’un élément transposable 
tôt dans l’histoire évolutive des mammifères placentaires (Duret et al, 2006 ; Elisaphenko et 
al, 2008).  
(ii) La seconde possibilité résulte de réarrangements chromosomiques pouvant permettre la 
transcription d’ARN non codant par l’apport d’un promoteur dans des régions non 
transcrites précédemment (Ponting et al, 2009 ; ESTs BM537447, C0597044, et DN744681) 
(iii) Il est possible également que certains longs ARN non codants soit apparus suite à des 
évènements de rétrotranspositions ;  l’apparition d’un pseudogène non codant qui au cours 
du temps acquiert de nouvelles fonctions. Ainsi, l’insertion d’un promoteur sur le brin 
opposé d’un gène peut donner naissance à un transcrit non codant antisens (Conley et al, 
2008).  
Quelles que soient leurs origines, on retrouve des longs ARN non codants dans l’ensemble 
des tissus, certains étant exprimés de façon tissu spécifique (Mercer et al, 2008). Leur 
localisation dans la cellule va aussi varier et, probablement, reflète leur fonction. Un 
exemple bien étudié est « Gomafu » ou RNCR2 (Retinal Non Coding RNA 2). Cet ARN non 
codant s’exprime uniquement dans les cellules du système nerveux (Ishii et al, 2006) et 
s’accumule  dans le noyau au niveau des « nuclear speckles » (Sone et al, 2007). Cette 
localisation bien spécifique correspond à sa fonction proposée de régulateur de l’épissage 
(Tsuiji et al, 2011).  
Compte tenu de la diversité potentielle des longs ARN non codants, de leurs fonctions, de 
leurs mécanismes  d’action et de leurs interactions avec leurs cibles, plusieurs classifications 
des longs ARN non codants ont été proposées, le plus souvent en fonction de leurs 
positionnements par rapport aux gènes codants déjà identifiés dans le génome, ce qui 
conduit à quatre catégories principales :  
(i) La catégorie « sens », le long ARN non codant recouvre l’exon d’un autre gène sur le 
même brin (Kapranov et al, 2005).  
(ii) La catégorie « antisens » (asRNA ou Natural antisense transcript, NAT), le long ARN non 
codant recouvre l’exon d’un autre gène mais sur le brin opposé (Katayama et al, 2005). Cela 
permet en théorie une hybridation entre l’ARN non codant et le transcrit « sens » du gène 
recouvert. Une partie plus complète sur cette catégorie spécifique d’ARN, qui est le sujet de 





(iii) La catégorie « intronique » (sisRNA, stable intronic sequence RNA ; TIN et PIN, totally or 
partially intronic RNA), le long ARN non codant dérive de l’intron d’un autre transcrit. Son 
expression va donc dépendre du gène dont il est l’hôte (Nakaya et al, 2007 ; St Laurent et al, 
2012 ; Gardner et al, 2012).  
(iv) La catégorie « intergénique » (lincRNA, long intergenic non coding RNA), le long ARN non 
codant est localisé entre deux gènes. Il possède son propre promoteur et est totalement 
indépendant (Guttman et al, 2009). 
En plus de cette classification, le mode d’action de ces ARN va permettre de les classer au 
sein de chaque catégorie. Deux classes de mode d’action sont souvent utilisées : soit le long 
ARN non codant a un effet local en cis sur la région où il est transcrit, soit il a un effet à 
distance en trans sur un ou des gènes d’un autre locus. 
  2.2 – Une multiplicité de modes d’action  
 
Pour distinguer les lncRNA « fonctionnels » du bruit de fond transcriptionnel il sera 
nécessaire d’étudier en détail chacun de ces transcrits. On peut cependant envisager que 
des critères permettent d’augmenter la probabilité qu’un lncRNA ait une fonction. A défaut 
d’une conservation de séquence entre espèces qui en général est très faible, la conservation 
d’une organisation génomique lorsqu’il existe des gènes « classiques » à proximité peut 
constituer une première indication. Le niveau d’expression est aussi un paramètre qui peut 
être utilisé, le séquençage à grande profondeur permettant d’identifier des transcrits dont 
l’abondance moyenne est inférieure à une molécule par cellule. Si de tels niveaux 
d’expression sont suffisants pour une caractérisation moléculaire du transcrit, ceci rend peu 
probable une activité biologique telles que plusieurs d’entre elles ont été identifiées jusqu’à 
présent. Il ne faut cependant pas exclure que le niveau d’expression puisse être plus élevé 
dans un type cellulaire particulier ou en réponse à des signaux spécifiques, et aussi que le 
mode d’action consiste en l’initiation d’une réponse qui se développe à travers un 
mécanisme d’amplification. En dehors des exemples historiques comme Xist et ceux qui 
seront décrits plus en détail ultérieurement, quelques études ont cherché à savoir quelle 
était la fraction des ARN non codants susceptibles d’avoir une activité biologique détectable. 
C’est en particulier un des objectifs des travaux du Broad Institute sur la caractérisation des 





biologiques. Par définition, les lincRNA sont situés loin des gènes classiques ce qui permet de 
diminuer la probabilité qu’il s’agisse d’un fragment d’un ARN messager qui ne contiendrait 
plus les régions codantes initialement présentes. De plus les lincRNA contiennent les 
marques chromatiniennes d’un gène transcriptionnellement actif et sont exprimés à des 
niveaux un peu plus faibles mais néanmoins comparables à ceux des ARNm, l’organisation 
du gène étant conservée chez les mammifères. En se focalisant sur les lincRNA exprimés 
dans les cellules ES une étude de silencing systématique par siARN a montré que ceux-ci 
avaient un impact sur le transcriptome comparable à celui des facteurs de transcription y 
compris ceux connus pour contrôler l’identité des cellules souches (Guttman et al, 2011). 
Ainsi, pour peu que l’on ait sélectionné une bonne population de gènes candidats, les 
lncRNA peuvent avoir un impact biologique comparable à celui des gènes classiques.  
Ces ARN agissent par des mécanismes d’actions très variés qui régulent l’expression des 
gènes à au moins trois niveaux différents : épigénétique, transcriptionnel et post-
transcriptionnel. Afin de montrer toute cette diversité de régulation par les longs ARN non 
codants, une description de modèles représentatifs de chaque mode d’action va être 
présentée.  
   2.2.1 – Modulation de la chromatine 
 
Une des caractéristiques de nombreux longs ARN non codants est leur capacité à recruter 
des complexes protéiques. Certains de ces complexes protéiques vont permettre d’agir sur 
les régulations épigénétiques (Khalil et al, 2009) (Tsai et al, 2010). Le recrutement des 
complexes modificateurs d’histones ou de méthylation de l’ADN est d’ailleurs l’un des 
mécanismes régulateurs fréquemment retrouvé chez les longs ARN non codants découverts 
à ce jour. C’est le cas des ARN Xist, HOTAIR, Kcnq1ot1 et Air qui sont connus pour interagir 
avec les complexes Polycomb PRC1 et PRC2 (Kaneko et al, 2010). Ces ARN peuvent agir aussi 
bien en cis qu’en trans.  
 
L’action en cis de l’ARN Xist  
 
 L’ARN Xist est l’un des premiers exemples d’ARN permettant le recrutement d’un complexe 





de « l’X-inactivation center » situé sur le chromosome X inactif. Cet ARN est essentiel au 
dosage et à l’inactivation du chromosome X surnuméraire chez les mammifères femelles. Les 
ARN Xist vont recouvrir le chromosome X à inactiver et induire son silencing. L’action de Xist 
se fait donc en cis - mais à l’échelle d’un chromosome entier - et conduit à l’inactivation du 
chromosome X qui l’exprime tout en épargnant l’autre chromosome X. Ce silencing est dû au 
recrutement par l’ARN du complexe modificateur d’histones PRC2 (Fig. 5). Ce recrutement se 
fait grâce à un motif répété situé à l’extrémité 5’ de l’ARN connu sous le nom de répétitions 
A (repeats A) (Zhao et al, 2008). Le motif « repeats A » interagit directement avec la sous-
unité catalytique de PRC2, EZH2 et permet la déposition sur le chromosome de la marque de 
l’hétérochromatine spécifique du complexe Polycomb qui est la triméthylation de l’histone 
H3 sur la lysine 27, H3K27me3 (Plath et al, 2003). 
En plus de l’inactivation du chromosome X auquel il est associé, Xist semble capable de le 
relocaliser dans le noyau. Ceci est possible grâce au « nucleation center » que l’on retrouve 
dans l’exon 1 du gène codant Xist. Ce dernier permet le recrutement du facteur de 
transcription YY1 (Jeon et al, 2011). YY1 reconnaît 3 sites de liaison dans l’exon 1 (Fig. 5). 
Cette protéine a la particularité de pouvoir interagir aussi bien avec l’ADN qu’avec l’ARN et 
permet d’être l’adaptateur entre Xist et le chromosome X. Le chromosome X inactivé sera 
alors isolé de l’ensemble des autres chromosomes. L’adaptateur YY1 semble important dans 
l’inactivation du chromosome car la mutation de ces sites de fixation dans le « nucleation 
center » aura pour effet l’absence de silencing et étonnamment dans ce cas de figure 
particulier l’ARN Xist sera capable d’agir en trans sur l’autre chromosome X. Il est montré de 
plus que la protéine YY1 se fixe uniquement sur le « nucleation center » du chromosome X 
inactif et pas sur celui de l’autre. Il est probable qu’au moment de l’inactivation du 
chromosome X dans le développement, l’ensemble des sites de fixation d’YY1 soient bloqués 
mis à part ceux du chromosome X à inactiver (Jeon et al, 2011). Dans ce cas, Xist permet 
l’apport d’un complexe de modification des histones et son interaction avec un adaptateur 
protéique sur le chromosome permet d’expliquer la mise en place du silencing. Néanmoins, 
le mécanisme qui permet de recouvrir spécifiquement l’ensemble du chromosome X n’est 
pas encore clair. Une étude récente des protéines qui interagissent avec Xist a permis 
l’identification de 200 partenaires qui appartiennent à plusieurs classes fonctionnelles 





et des chromosomes, l’interaction avec la matrice et l’enveloppe nucléaire, …) illustrant la 
complexité de ce mode de dérégulation (Minajigi et al, 2015). 
L’étude de l’inactivation du chromosome X a permis de comprendre beaucoup de choses sur 
l’action en cis d’un ARN non codant. Mais des découvertes plus récentes ont montré que 
l’expression de Xist était elle-même régulée par d’autres ARN non codants tels que Tsix ou 
Jpx. Cela fait de ce mécanisme un modèle important pour notre compréhension des ARN 






Figure 5 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant Xist (Casa et Gabellini, 2012). 
La séquence RepA sur l’ARN Xist recrute le complexe de répression Polycomb PRC2. Grâce à une autre 
séquence en son sein, « Repeat C », l’ARN Xist s’associe avec la protéine YY1 ce qui permet la fixation au 
« nucleation center » et la mise en place en cis de la répression. 
 
L’action en trans de l’ARN HOTAIR  
 
HOTAIR ou « HOX Transcript Antisense Intergenic RNA » est un ARN non codant impliqué 
dans la régulation des gènes du développement HOX. Ce dernier, décrit pour la première fois 
en 2007 (Rinn et al, 2007 ; Woo et Kingston, 2007), est un ARN de 2,2 kilobases, épissé (6 
exons) et polyadénylé. Il est transcrit à partir du chromosome 12 (12q13.13) dans le locus 
HOXC sur le brin antisens de la région intergénique entre les gènes HOXC 11 et HOXC 12. 
L’ARN HOTAIR est co-exprimé avec l’ensemble du locus HOXC, son profil d’expression est 





Malgré sa présence dans le locus HOXC, le silencing de HOTAIR n’a pas d’effet sur les gènes 
du locus mais permet la dérépression du locus HOXD qui est situé sur le chromosome 2 (Rinn 
et al, 2007) (Fig. 6). Depuis sa découverte, l’ARN HOTAIR a été beaucoup étudié du fait que 
sa surexpression a été observée dans de nombreux cancers et constitue un marqueur du 
potentiel métastatique. Ainsi HOTAIR fait partie des gènes « driver » du cancer et constitue 
un des exemples de participation d’un ARN non codant à une pathologie (Gupta et al, 2010 ; 
Geng et al, 2011 ; Nakagawa et al, 2013).  
Au niveau du mécanisme d’action, de la même façon que l’ARN Xist, HOTAIR est capable de 
recruter des complexes modificateurs d’histones. Le recrutement du complexe répresseur 
Polycomb PRC2 qui apporte la méthylase d’histone EZH2 induit la triméthylation de H3K27 
(Tsai et al, 2010). Le complexe PRC2 interagit avec HOTAIR grâce à une structure en tige-
boucle située en 5’. Mais l’ARN HOTAIR possède également une seconde structure cette fois-
ci en 3’ qui permet le recrutement d’un second complexe protéique, LSD1 (Tsai et al, 2010). 
LSD1 est une histone déméthylase qui va permettre de retirer la marque de l’euchromatine 
H3K4me3. Ceci permet à HOTAIR d’apporter sur le locus HOXD les complexes permettant de 
retirer les marques d’activation et d’ajouter les marques du silencing sur les histones (Fig. 6). 
Le recrutement de plusieurs complexes sur un ARN non codant est fréquemment observé 
pour les ARN non codants exprimés durant le développement. On retrouve ainsi plus de 30 
ARN non codants exprimés dans les cellules souches embryonnaires qui interagissent avec 
plusieurs complexes modificateurs chromatiniens permettant l’effacement ou l’écriture des 
marques épigénétiques (Guttman et al, 2011). Les ARN non codants pourraient ainsi 
coordonner l’activité des complexes protéiques en introduisant un niveau d’organisation au-
delà de celui de la formation des complexes.  
Le mode d’interaction entre HOTAIR et le gène cible du locus HOXD n’est pas complètement 
identifié. Sur la base des mécanismes observés pour d’autres ARN on peut proposer que : (i) 
Comme pour Xist, HOTAIR interagit avec une protéine de liaison à l’ADN qui va lui permettre 
de se fixer à un site spécifique dans le locus ciblé. (ii) Il peut également interagir directement 
avec l’ADN par une hybridation ADN/ARN ou par formation d’un triplex ADN double brin – 
ARN. C’est le cas en particulier de certains ARN non codants interagissant spécifiquement 
avec les promoteurs des ribosomes (Schmitz et al, 2010). (iii) Les transcrits naissants peuvent 





devrait a priori s’appliquer uniquement aux actions en cis. Cependant, il est possible que les 
longs ARN non codants profitent de l’organisation 3D de la chromatine dans le noyau pour 
agir sur leurs cibles. Ainsi dans le cas des gènes HOX, il a été montré que malgré leur 
présence sur différents chromosomes, ils étaient souvent très proches au niveau spatial dans 
le noyau (Denholtz et al, 2013 ; Noordermeer et al, 2014).  
 
 
Figure 6 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant HOTAIR (Hajjari et Salavaty, 2015).  
L’ARN HOTAIR est transcrit à partir du locus HOXC sur le chromosome 12 mais agit en trans sur le locus HOXD 
situé sur le chromosome 2. L’ARN HOTAIR possède une structure secondaire qui permet le recrutement de 
deux complexes modificateurs d’histone. Le complexe LSD1 qui permet de retirer les marques activatrices de la 








   2.2.2 – Interaction avec les facteurs de transcription 
 
Les modifications de la chromatine vont avoir un impact sur la transcription en modifiant 
l’accessibilité aux facteurs de transcription. Cependant l’ARN non codant lui-même peut 
interagir directement avec ceux-ci comme il a été observé pour l’ARN non codant GAS5 ou 
« Growth-arrest specific 5 ». Le gène GAS5 contient 12 exons mais ne code aucune protéine 
(Smith et al, 1998). 10 petits ARN nucléolaires sont produits à partir des introns de GAS5 
tandis que les deux isoformes épissées génèrent les longs ARN non codants GAS5a et 
GAS5b ; GAS5a étant l’isoforme majoritaire. Cet ARN non codant est impliqué dans la 
régulation des gènes de réponse aux glucocorticoïdes. Ces gènes sont positivement régulés 
par les récepteurs des glucocorticoïdes (GRs) qui appartiennent à la superfamille des 
facteurs de transcription hormone-dépendant. Ces facteurs de transcription sont 
cytoplasmiques, mais lorsqu’ils se lient à un agoniste des glucocorticoïdes ils migrent vers le 
noyau et interagissent avec les « glucocorticoid response elements » (GREs) sur l’ADN 
(Chrousos et al, 2005). Les gènes de réponse aux glucocorticoïdes sont impliqués dans de 
nombreuses fonctions cellulaires dont la prolifération et des mécanismes anti-apoptotiques. 
Aussi, comme GAS5 inhibe leur expression, est-il considéré comme un gène suppresseur de 
tumeur (à l’opposé de HOTAIR qui appartient à la catégorie des oncogènes). Comme 
l’indique son nom (Growth-arrest specific 5), GAS5 a été initialement décrit du fait de son 
expression dans des cellules rendues quiescentes par privation soit de nutriments soit de 
facteurs de croissance (Schneider et al, 1988). Le mode d’action du long ARN non codant 
GAS5 passe par son interaction avec le récepteur des glucocorticoïdes (Fig. 7). L’ARN GAS5 
sera capable via des structures secondaires en tige-boucle à son extrémité 3’ de mimer un 
« glucocorticoid response element ». Cette séquence appelée « GRE-mimic » va alors leurrer 
les récepteurs des glucocorticoïdes et les détourner de leurs gènes cibles (Kino et al, 2010). 
Dans la même étude, il est montré qu’il existe dans cette même région en 3’ de l’ARN GAS5 
une autre structure secondaire permettant de mimer un « mineralocorticoide response 
element » signe que cet ARN pourrait également interagir avec d’autres facteurs de 
transcription hormone-dépendant.  
Il est aussi intéressant de noter que des piARN peuvent être générés à partir des snoRNA 
contenus dans les introns de GAS5. Ces piARN induisent l’expression de plusieurs gènes dont 





de tumeur de GAS5 peut donc résulter de l’activité de plusieurs ARN non codants issus de ce 
gène. Dans le cas de ces piARN, la stimulation de l’expression se fait via le recrutement du 
complexe MLL3/COMPASS qui apporte l’activité méthyltransférase de H3K4 et déméthylase 
de H3K27. Ainsi, le même gène utilise aussi bien des mécanismes au niveau de la chromatine 
que des facteurs de transcription.  
 
Figure 7 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant GAS5 (Monteiro et al, 2013). 
 L’ARN GAS5 est capable de mimer un élément de réponse aux glucocorticoïdes via une structure secondaire en 
son extrémité 3’. Cela va leurrer les récepteurs aux glucocorticoïdes qui vont se fixer sur l’ARN GAS5 et donc ne 
pourront pas activer la transcription de leurs gènes cibles.   
 
 
D’autres longs ARN non codants ont été décrits comme pouvant interagir avec des facteurs 
de transcription et cette interaction ne mène pas toujours à une répression des gènes cibles 
de ces facteurs de transcription. C’est par exemple le cas de l’ARN non codant Evf2 qui par 
son expression peut permettre à la fois la répression mais aussi l’induction de l’expression 
de gènes avoisinants. Evf2 est un ARN de 3,8 kilobases, épissé et polyadénylé, transcrit sur le 
brin antisens d’un enhancer très conservé situé dans la région intergénique entre les gènes 
du développement neuronal Dlx-5 et Dlx-6 (Feng et al, 2006) (Fig. 8). L’augmentation de 





GABAergiques et a également été observée chez les cellules souches embryonnaires (ES) 
chez les souris (Dinger et al, 2008 ; Mercer et al, 2010). L’expression de l’ARN Evf2 est sous la 
dépendance du facteur de croissance Sonic Hedghog (SHH) (Feng et al, 2006).  
La fonction de l’ARN Evf2 est de moduler l’activité de l’enhancer de la région intergénique 
dont il est issu et qui contrôle l’expression de Dlx-5 et Dlx-6. En s’associant avec des facteurs 
de transcription, Evf2 facilite leur fixation aux séquences de l’enhancer. Les facteurs 
interagissant avec l’ARN non codant varient selon le stade du développement ou de 
différentiation et activer ou réprimer l’activité enhancer. Un dysfonctionnement de ces 
gènes régulateurs du devenir des neurones GABAergiques a été observé dans de 
nombreuses maladies psychiatriques comme la schizophrénie, l’autisme ou le syndrome de 
Gilles de la Tourette (Di Cristo et al, 2007). Pour augmenter l’activité transcriptionnelle, 
l’ARN Evf2 forme un complexe avec la protéine à homéodomaine Dlx-2. Dlx-2 interagit avec 
l’ARN via une séquence conservée située en 5’ (Feng et al, 2006) et le complexe formé 
pourra se fixer à des séquences spécifiques de la région enhancer via l’homéodomaine de 
Dlx-2 et stimuler l’activité transcriptionnelle des gènes Dlx-5 et Dlx-6 (Fig. 8). L’ARN Evf2 est 
essentiel pour que la protéine Dlx-2 se fixe à la région enhancer et aucune fixation de Dlx-2 
n’est observée en l’absence de l’ARN Evf2 (Bond et al, 2009). Cependant, un arrêt prématuré 
de la transcription de Evf2 induit par l’introduction de séquences de polyadénylation et qui 
devrait conduire à une perte de fonction (et donc de l’activité de l’enhancer) induit une 
augmentation de l’expression des gènes Dlx-5 et Dlx-6. Ceci a permis de mettre en évidence 
un second partenaire de l’ARN Evf2, MECP2, une protéine de liaison à l’ADN méthylé 
associée à la répression de la chromatine par sa capacité à recruter des histones 
désacétylases (HDAC) (Nan et al, 1997). L’ARN Evf2 va ainsi pouvoir réguler positivement ou 
négativement l’expression de ces gènes (Fig. 8). 
Malgré un mode d’action qui semble être en cis, l’action peut également se faire en trans. En 
effet en absence de l’ARN Evf2, l’introduction dans les lignées d’une construction 
plasmidique permettant l’expression de l’ARN stimule à nouveau l’induction de l’expression 
des gènes du locus (Bond et al, 2009). Il est également observé dans ces lignées que 
l’expression du gène Dlx-6 est plus fortement induite que celle du gène Dlx-5. Cela suggère 
que l’ARN Evf2 qui recouvre en partie le gène Dlx-6 pourrait avoir un effet inhibiteur direct 





plus loin) (Feng et al, 2006). Ainsi l’ARN Evf2 peut agir de plusieurs façons à la fois, comme 
un co-activateur ou co-répresseur de la transcription en trans, mais également en cis sur Dlx-
6 comme un ARN antisens.  
 
Figure 8 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant Evf2 (Berghoff et al, 2013). 
 L’ARN Evf2 est issu de la région enhancer située entre les gènes Dlx-5 et Dlx-6 et qui contrôle leur expression. 
L’ARN Evf2 est capable de moduler l’activité de la région enhancer en fonction du stade de développement en 
s’associant avec deux facteurs de transcription. Ainsi selon le stade de développement l’ARN Evf2 soit s’associe 
avec le facteur de transcription Dlx-2 pour activer l’expression des gènes Dlx-5 et 6, soit s’associer avec 
l’élément répresseur MECP2 qui désacétyle les histones et empêcher l’expression du locus.   
 
   2.2.3 – Régulation post-transcriptionnelle  
 
Même si la plupart des longs ARN non codants étudiés à ce jour agissent de manière directe 
ou indirecte sur la transcription, il existe aussi des données sur des actions au niveau post-
transcriptionnel. Les possibilités d’action sont variées et concernent la stabilité de l’ARN 
messager, l’inhibition de la traduction ou une modulation de l’épissage. Ces effets ne sont 
par ailleurs pas tous négatifs car des ARN non codants peuvent permettre la stabilisation de 





Dégradation de l’ARN messager  
 
Le devenir des molécules d’ARN messager est contrôlé à de multiples niveaux. Il existe en 
particulier plusieurs mécanismes de contrôle qualité comme les mécanismes NMD 
(Nonsense-mediated mRNA decay), NSD (non-stop mRNA decay) et NGD (no-go mRNA 
decay) qui induisent la dégradation des transcrits aberrants (du point de vue de 
l’organisation de la région codante). Néanmoins, ces mécanismes semblent également 
impliqués dans la régulation de certains ARN messagers « normaux ». L’absence du 
mécanisme NMD induit une augmentation de l’expression de 10% des gènes chez les 
mammifères (Mendell et al, 2004). Découvert plus récemment, un autre mécanisme permet 
également la régulation des ARN en cours de traduction, le SMD pour « Staufen1-mediated 
mRNA decay » (Kim et al, 2005). Ce mécanisme, même s’il n’est pas impliqué dans le 
contrôle qualité mais dans la régulation de certains ARN messagers, agit avec un des 
partenaires de la voix NMD, la protéine UPF1 (Kim et al, 2005). C’est la protéine STAU1 
(Staufen1) qui permet le recrutement de la protéine UPF1, jouant ainsi un rôle analogue à 
celui de l’EJC (Exon jonction complex) dans le mécanisme NMD où il recrute UPF1 sur l’ARN 
messager en cours de traduction (Fig. 9). STAU1 est une « RNA binding protein » qui interagit 
avec l’ARN double brin via 4 domaines de liaison à l’ARN double brin (Wickham et al, 1999). 
Des sites de fixation « STAU1 binding site » ont été décrits dans les régions non traduites 3’ 
des ARN ciblés par ce mécanisme. Le site le mieux caractérisé est celui de l’ARN messager du 
gène Arf1 qui comprend une tige de 19 paires de bases et une boucle de 100 nucléotides. La 
protéine STAU1 va se fixer spécifiquement sur cette structure du 3’UTR et permettre le 
recrutement d’UPF1 qui va servir de plateforme pour recruter les complexes de décoiffage 
de l’ARN messager (Lykke-Andersen et al, 2002) (Fig. 9). Même si cette séquence de 19 
paires de bases semble être conservée chez d’autres espèces comme le rat et la souris, celle-
ci n’a pas été retrouvée chez d’autres cibles connues du mécanisme SMD (Kim et al, 2007). 
Par contre, la fixation de STAU1 aux autres gènes cibles nécessite l’action d’un ARN non 
codant appelé ½ sbs RNA1. Cet ARN polyadénylé de 388 nucléotides a la particularité de 
contenir dans sa séquence celle de l’élément transposable Alu. L’élément Alu est présent à 
environ 1,4 million de copies dans le génome humain (Batzer et al, 2002) et des copies sont 





mécanisme SMD. C’est le cas par exemple de l’ARN messager de la protéine SERPINE1, une 
des cibles de ½ sbs RNA1 (Gong et Maquat, 2011). Ainsi les éléments Alu en 3’UTR de l’ARN 
messager et la séquence de l’ARN ½ sbs RNA vont pouvoir s’hybrider et reconstituer la 
séquence permettant le recrutement de STAU1 (Fig. 9). L’action d’un siARN contre ½ sbs 
RNA1 montre une augmentation de SERPINE1 de la même valeur qu’un siARN ciblant STAU1, 
signe que l’ARN non codant est indispensable à la fixation de STAU1 (Gong et Maquat, 2011).  
Il a été calculé qu’environ 350 longs ARN non codants possédaient au moins un élément Alu 
dans leur séquence. Il a aussi été observé que ½ sbs RNA pouvait agir sur plusieurs cibles et 
qu’un ARN messager pouvait être ciblé par plusieurs ½ sbs RNA. Cela fait du SMD un 
mécanisme de régulation post-transcriptionnel puissant. Néanmoins, tous les ARN 
messagers possédant un élément Alu dans leurs séquences ne vont pas permettre une 
régulation via ce mécanisme car la fixation de la protéine STAU1 peut être empêchée par 
d’autres ribonucléoprotéines (Gong et al, 2012).  
 
 
Figure 9 : Schéma du mécanisme SMD, Staufen1-mediated mRNA Decay (Maquat et al, 2011).  
Deux mécanismes permettent la mise en place du SMD. Le premier est que la protéine STAU1 (Staufen1) 
reconnaisse une tige-boucle spécifique de 19 paires de base située dans la région non traduite 3’ de l’ARNm. 
Ceci est le cas spécifique de l’ARNm du gène Arf1. Le second est que l’ARN non codant ½ sbs RNA reconnaisse 
une séquence Alu dans la région non traduite 3’ et crée ainsi un site de fixation pour STAU1. Dans les deux cas, 
la fixation de STAU1 permet la fixation de la protéine UPF1 qui permet le recrutement de facteurs qui 






Inhibition de la traduction 
 
L’inhibition de la traduction est un mécanisme bien connu, en particulier, dans le cadre de la 
régulation par les microARN. Mais ce mode d’action n’est pas réservé aux petits ARN 
interférants et il existe au moins un cas d’un long ARN permettant l’inhibition de la 
traduction de ses cibles, le long ARN intergénique p21. Cet ARN de 3,1 kilobases, épissé (2 
exons), est transcrit sur le brin antisens dans une région intergénique située à 15 kilobases 
en amont du gène p21. Son expression est dépendante du facteur de transcription p53 et sa 
fonction première est de réprimer de nombreux gènes régulés par l’expression de p53 
(Huarte et al, 2010). Ces cibles sont pour beaucoup impliquées dans la réponse anti-
apoptotique et l’expression du long ARN intergénique p21 va promouvoir l’apoptose 
contribuant ainsi à l’activité biologique de p53. Le mode de reconnaissance de ses cibles est 
encore mal connu mais pourrait utiliser une hybridation en plusieurs sites avec l’ARN 
messager. Ainsi on peut observer dans la séquence du transcrit β-caténine, une des cibles du 
long ARN intergénique p21, 15 sites partiellement complémentaires de la séquence du 
lincRNA-p21 (motifs d’une vingtaine de nucléotides comprenant au moins 13 nucléotides 
appariés) (Yoon et al, 2012).  
La même étude a mis en évidence que la régulation par cet ARN non codant passait par le 
recrutement de Rck/p54. Rck/p54 est connu pour être un inhibiteur de la traduction (Coller 
et al, 2005). Il a d’ailleurs été montré que Rck/p54 était impliqué dans l’inhibition de la 
traduction dans le mécanisme miARN. Cette hélicase à boite DEAD interagit avec les 
protéines Ago1 et Ago2 dans la voix miARN et facilite la formation des P-bodies. Le silencing 
de Rck/p54 entraîne une perte de la capacité d’inhibition de la traduction du complexe 
miRISC (Chu et Rana, 2006).  
Au vu de son effet pro-apoptotique, l’expression de l’ARN intergénique p21 est très régulée. 
Cette régulation va se faire au niveau post-transcriptionnel par la « RNA binding protein 
HuR » (Yoon et al, 2012). HuR est une protéine ubiquitaire qui influe sur beaucoup de 
mécanismes cellulaires en agissant sur la stabilité et en modulant la traduction (Hinman et 
Lou, 2008 ; Abdelmohsen et Gorospe, 2010). La protéine HuR agit sur le devenir des 
messagers ciblés en coopérant ou en entrant en compétition avec les protéines de la voix de 





HuR va déstabiliser le transcrit et conduire à sa dégradation via une association avec la 
protéine Argonaute et le complexe RISC (Yoon et al, 2012). Ce phénomène avait déjà été 
observé dans la dégradation du messager c-Myc par HuR qui est facilitée par l’interaction 
avec le complexe RISC (Kim et al, 2009). Ainsi l’activité de l’ARN non codant p21 sera 
dépendante de l’action de la protéine HuR. En sa présence l’ARN sera dégradé et ne pourra 
donc pas avoir d’action sur les transcrits cibles (Fig. 10). En absence de la protéine HuR, 
l’ARN intergénique p21 est stable et peut interagir avec ses cibles. Le recrutement sur la 
cible de Rck/p54 permettra alors la répression de la traduction (Yoon et al, 2012) (Fig. 10). La 
régulation des ARN non codants par HuR associé à let7/Ago2 ne semble pas limitée à ce cas 
et, par exemple, intervient aussi dans la dégradation du long ARN non codant HOTAIR (Yoon 
et al, 2014).  
 
 
Figure 10 : Schéma du mode d’action du long ARN intergénique p21 (Yoon et al, 2012).  
Le long ARN intergénique p21 est dégradé par la présence de la protéine régulatrice HuR. HuR se fixe sur l’ARN 
intergénique p21 et en association avec le complexe RISC permet la dégradation de l’ARN. En son absence, le 
long ARN intergénique p21 va  pouvoir s’associer avec Rck/p54 qui permet l’inhibition de la traduction des 
ARNm cibles. 
 
 Modulation de l’épissage  
 
L’épissage alternatif est une étape clef à la fois dans la régulation et la diversité de fonction 





soumis à des épissages alternatifs et que les variants d’épissage produits diffèrent selon le 
type cellulaire (Pan et al, 2008 ; Wang et al, 2008). Le complexe d’épissage ou 
« Spliceosome » est composé de nombreux partenaires. Les premiers sont les petites 
ribonucléoprotéines nucléaires ou snRNP (small nuclear ribonucleoprotein). Ce sont des 
complexes formés par les petits ARN nucléaires et leurs protéines associées et qui 
participent directement à l’épissage. Il existe aussi plus d’une centaine de protéines qui 
s’associent avec ces complexes dont, par exemple, les protéines de la famille SR (protéines 
qui doivent leur nom à un domaine riche en sérine (S) et arginine (R)). Les protéines SR sont 
des protéines de liaison à l’ARN dont le rôle est essentiel dans l’épissage conventionnel 
comme alternatif (Blencow et al, 2000). Dans l’épissage alternatif, ces protéines sont 
importantes pour la reconnaissance des séquences activatrices d’épissage présentes dans les 
exons (exonic splicing enhancer, ESE) situées dans des exons alternatifs (Lin et Fu, 2007 ; 
Long et Caceres, 2009). Le niveau en protéine SR est finement régulé et la modification de 
concentration ou de phosphorylation de ces protéines peut ainsi modifier l’épissage de 
nombreux pré-messagers (Bourgeois et al, 2004). Cette régulation dépend entre autres du 
long ARN non codant MALAT1 (Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1). 
Ce transcrit de 7 kilobases est dépourvu d’intron et non polyadénylé. Historiquement 
identifié à cause de son absence d’expression dans plusieurs cancers (Ji et al, 2003 ; Lin et al, 
2006), sa fonction a longtemps été inconnue. C’est sa localisation abondante dans les 
« nuclear speckles », sites d’accumulation de la machinerie d’épissage dans le noyau, qui a 
suggéré sa fonction. MALAT1 interagit avec de nombreux facteurs d’épissage mais ne joue 
aucun rôle dans la formation ou la maintenance de la structure des « nuclear speckles », au 
contraire de l’ARN non codant NEAT1. Le rôle de MALAT1 est de réguler la distribution des 
facteurs d’épissage dans cette structure (Tripathi et al, 2010). Il a été montré par la même 
équipe que la délétion de MALAT1 a pour conséquence une délocalisation des facteurs 
d’épissage (Fig. 11), qui vont être retrouvés en plus grande quantité en dehors des « nuclear 
speckles ». Cela va également amener des changements dans l’épissage alternatif. De plus, 
l’ARN MALAT1 est important pour la phosphorylation des protéines SR (Tripathi et al, 2010). 
L’état de phosphorylation des protéines SR influe sur leur activité et un cycle de 
phosphorylation/déphosphorylation est nécessaire pour l’épissage. Ainsi une 





et donc le recrutement du spliceosome. Au contraire, une déphosphorylation partielle sera 
nécessaire pour la transestérification, étape clef de l’épissage (Cao et al, 1997). Il est possible 
que l’ARN MALAT1 module la phosphorylation des protéines SR en interagissant avec les 
kinases (SRPKs) ou les phosphatases (PP1 ou PP2A) qui les modifient. Des données ont 
montré que SRPK1 et PP1 pouvaient influer sur les épissages alternatifs (Shi et Manley, 
2007 ; Zhong et al, 2009) et la kinase SRPK1 est délocalisée hors des « nuclear speckles » en 
absence de l’ARN MALAT1 (Tripathi et al, 2010). Le spectre d’action de MALAT1 en agissant 
sur les protéines SR ne semble pas se limiter aux mécanismes d’épissage mais s’étend 
également au transport des ARN. La délétion de MALAT1 va ainsi augmenter la 
concentration de protéines SRSF1 déphosphorylées, marques des ARN messagers à exporter. 
On retrouve ainsi une proportion d’ARN polyadénylé plus grande dans le cytoplasme 




Figure 11: Mécanisme de régulation par 
l’ARN non codant MALAT1 (Tripathi et al, 
2010). L’ARN MALAT1 est impliqué dans la 
régulation de l’épissage. La présence de 
l’ARN MALAT1 permet une colocalisation de 
l’ensemble des facteurs, telles que les 
protéines SR, les phosphatases et kinases de 
ces protéines SR, permettant l’épissage au 
sein des « nuclear speckles » siège du 
mécanisme d’épissage. En son absence, les 
protéines SR ne sont plus phosphorylées ne 





Stabilisation du transcrit 
 
Tout comme pour les autres activités des longs ARN non codants, les effets au niveau post-
transcriptionnel ne sont pas toujours inhibiteurs de l’expression. Plusieurs cas de 
stabilisation de l’ARN messager cible ont ainsi été bien décrits. Le cas le plus répandu est 
celui des « éponges à miARN » aussi appelées ceRNA (Competing endogenous RNA). Le 
modèle par excellence de cette classe d’ARN non codant est le pseudogène PTENP1 (Tay et 
al, 2011). PTENP1 est un pseudogène du gène suppresseur de tumeur PTEN, et bien que le 
cadre de lecture de la protéine PTEN n’ait pas été maintenu, la séquence est globalement 
conservée en particulier dans la région non traduite 3’. Du fait de cette conservation en 3’, 
les deux ARN possèdent les mêmes sites pour les miARN et sont régulés par les mêmes 
microARN (Tay et al, 2011). L’expression de PTENP1 a donc pour conséquence de mobiliser 
les miARN ciblant le messager PTEN et ainsi de détourner la régulation par ces microARN de 
l’ARNm PTEN vers l’ARN PTENP1. L’expression de l’ARN PTENP1 permet ainsi une meilleure 
expression de PTEN tandis que la perte du pseudogène diminue  l’expression de PTEN ce qui 
aura pour conséquence d’activer la voie PI3K/AKT et permettre la prolifération (Tay et al, 
2011). Au même titre que PTEN, PTENP1 est donc un suppresseur de tumeur et la 
diminution ou la perte de son expression est observée dans de nombreux cancers. D’autres 
pseudogènes sont probablement impliqués dans la régulation du gène parental par ce type 
de compétition, c’est par exemple le cas du pseudogène KRAS (Poliseno et al, 2010).  
D’autres types de mécanismes permettant la stabilisation du transcrit cible existent. C’est le 
cas de l’ARN BACE1-AS. Cet ARN de 2 kilobases est transcrit à partir du brin antisens de la 
région intronique du gène BACE1. Ce dernier recouvre ainsi la totalité de l’exon 6 de BACE1 
(Faghihi et al, 2008). Ce long ARN non codant est impliqué en particulier dans la maladie 
d’Alzheimer ou son expression est élevée. En agissant sur l’expression de BACE1, l’ARN 
BACE1-AS va favoriser dans le cerveau la formation des agrégats de peptides amyeloïdes 
responsables de la maladie. En effet, BACE1 code la β-secretase1 qui permet la première 
coupure des précurseurs amyloïde (AAP) (Vassar et al, 1999). L’ARN BACE1-AS va stabiliser 
l’ARN messager BACE1 en empêchant la fixation du miARN miR-48S-Sp du fait de l’occlusion 
du site de fixation par la formation d’un duplex ARN messager – ARN non codant (Faghihi et 





d’autres ARN non codants et conduit à la stabilisation de l’ARN messager ciblé. L’ARN 
Wrap53 permet ainsi de stabiliser l’ARN messager p53. L’exon 1 de l’ARN Wrap53 recouvre 
l’exon 1 de l’ARN p53 ce qui permet aux deux transcrits de s’hybrider sur 227 paires de 
bases. Le duplex Wrap53/p53 en tête à tête va empêcher la dégradation de l’ARN p53 et 
favorisera ainsi son expression en particulier dans le cas de réponse au dommage à l’ARN 
(Mahmoudi et al, 2009).  
 3 – Les longs ARN antisens  
  3.1 – Généralités et spécificités  
 
Les ARN antisens constituent une classe particulière de longs ARN non codants. Découverts 
initialement chez les bactéries il y a plus de 30 ans, la question de leur importance 
biologique chez les eucaryotes est plus récente (Vanhée-Brussollet et Vaquero, 1998). Par 
définition, les ARN antisens sont les produits de la transcription du brin opposé de gènes 
codant des protéines En fonction de l’organisation relative des transcrits sens et antisens il 
existe probablement différentes classes de transcrits antisens avec des conséquences 
biologiques spécifiques. L’existence de transcrits antisens est un phénomène fréquent chez 
les eucaryotes et il a été observé que chez l’homme plus de 63% des ARNm avaient un 
partenaire antisens (Katayama et al, 2005) tandis que 30% des transcrits annotés à ce jour 
étaient des transcrits antisens (Ozsolak et al, 2010).  
Ces ARN antisens ou NAT (« Natural Antisense Transcripts) peuvent avoir différentes 
origines. Ils peuvent venir, comme c’est le cas chez les levures, de l’activité bidirectionnelle 
des promoteurs qui vont permettre le recouvrement sur le brin complémentaire du gène 
voisin, lorsque les gènes adjacents sont dans la même orientation (Neil et al, 2009). Ils 
peuvent également avoir pour origine des promoteurs cryptiques présents dans la séquence 
d’un gène ou profiter de séquences promotrices apportées par un élément transposable 
(Conley et al, 2012).  
De la même façon que les longs ARN non codants en général, les NAT vont pouvoir agir en 
cis ou en trans. L’origine des trans-NAT ne répond pas forcément aux mêmes critères que les 
cis-NAT. Une des hypothèses de leur origine est qu’ils soient issus de pseudogènes (Muro et 
al, 2010). On retrouve le cas par exemple avec le gène PTEN et le pseudogène PTENP1. La 





On peut noter que dans le cas de PTEN, en plus d’être régulé positivement par le long ARN 
non codant PTENP1 issu de son pseudogène, il est régulé mais cette fois-ci négativement par 
le PTENP1-asRNAα également issu du pseudogène PTENP1 (Johnsson et al, 2013).  
En plus de cette classification en cis-NAT et trans-NAT, les transcrits antisens sont classés vis-
à-vis de leurs dispositions par rapport au gène sens. On retrouve donc 3 catégories, le 
« head-to-head » où les transcrits sens et antisens vont se recouvrir sur leurs extrémités 5’, 
le « tail-to-tail » où les transcrits sens et antisens vont se recouvrir sur leurs extrémités 3’, et 
« l’internal » ou « full overlapping » où le transcrit antisens va recouvrir l’intégralité du gène 
sens.  
Les NAT caractérisés jusqu’à présent sont transcrits par l’ARN Polymérase II et, comme les 
ARN messagers et les autres longs ARN non codants, ils peuvent être épissés et 
polyadénylés. Leur niveau d’expression est en général plus faible que celui du sens, avec des 
transcrits 10 fois moins abondants en moyenne (Ozsolak et al, 2010). L’expression de 
l’antisens est souvent influencée par l’activité du gène sens à travers des effets « enhancer » 
même s’il possède son promoteur et peut-être soumis à des régulations post-
transcriptionnelles.  
Le mode d’action des NAT n’est encore que très partiellement connu. Comme pour les longs 
ARN non codants, plusieurs mécanismes ont été décrits suggérant une diversité de modes 
d’action. Il existe cependant plusieurs questions spécifiques à  cette catégorie d’ARN comme 
la possibilité d’une régulation symétrique ou non (l’ARNm peut-il agir en tant qu’ARN 
antisens de son antisens ?) ou l’importance de la complémentarité de séquence entre les 
deux transcrits (par opposition avec le fait qu’ils soient transcrits à partir du même domaine 
chromatinien). 
 
3.2 – Mode d’action : différence et similarité avec les longs ARN non codants 
 
Les longs ARN antisens constituant un sous-groupe des longs ARN non codants, ils utilisent 
pour une part les mêmes modes d’action aux niveaux de l’épigénétique, de la transcription 







   3.2.1 – Modulation de la chromatine 
 
Parmi les longs ARN non codants permettant de modifier l’état chromatinien, on retrouve un 
groupe d’ARN qui sont transcrits en antisens. C’est le cas de l’ARN ANRIL qui agira en cis et 
du PTENP1-asRNAα qui agira en trans.  
 
Action en cis d’ANRIL 
 
ANRIL ou « Antisense Noncoding RNA in the INK4 Locus » est, comme son nom l’indique, un 
ARN non codant transcrit sur le brin antisens du locus INK4. Cet ARN régule l’expression des 
gènes p15/INK4B, p14/ARF et p16/INK4A présents dans le même locus. Le promoteur 
d’ANRIL se situe entre les gènes p15/INK4B et p14/ARF (Fig. 12).  
ANRIL recouvre dans sa totalité le gène suppresseur de tumeur p15/INK4B, d’où 
l’appellation « p15as » qui a aussi été utilisée. Les trois gènes régulés par ANRIL codent tous 
des inhibiteurs de kinase cycline-dépendante impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. 
Ces inhibiteurs bloquent le cycle cellulaire et donc la prolifération. L’expression d’ANRIL 
favorise donc la tumorigenèse car elle permet de lever l’inhibition de la prolifération. Ainsi la 
surexpression d’ANRIL est détectée dans certains cancers (Yap et al, 2010).  
ANRIL est transcrit par l’ARN Polymérase II sous plusieurs isoformes. La majeure partie de 
ces isoformes est épissée et polyadénylée (Folkersen et al, 2009) mais il existe une isoforme 
non épissée de 34,8 kilobases et également plusieurs isoformes circulaires non 
polyadénylées. Certaines de ces isoformes ont été montrées comme ayant une expression 
spécifique de tissu (Folkersen et al, 2009 ; Burd et al, 2010).  
En termes de mode d’action, ANRIL partage avec d’autres longs ARN non codants agissant 
sur la chromatine le recrutement de complexes modificateurs d’histones. Ainsi il a été 
montré que plusieurs structures tiges boucles au sein du transcrit ANRIL permettent la 
liaison au complexe Polycomb PRC2, via CBX7 (Kotake et al, 2011 ; Yap et al, 2010). En 
recrutant le complexe PRC2 au sein du locus où il est exprimé, ANRIL permet la pose de la 
marque inactivatrice de la transcription H3K27me3 et donc le silencing de l’ensemble du 
locus (Fig. 12).  
Bien que son action en cis ait été démontrée, des expériences d’expression en trans d’ANRIL 





capable de promouvoir un silencing du gène p15, avec toutefois un effet plus faible que celui 
en cis. Ainsi une transcription locale de l’ARN antisens ne semble pas absolument nécessaire 
- du moins dans ces expériences. Cela pose aussi la question de la reconnaissance du gène 
cible, a priori via une complémentarité avec les transcrits naissants à moins que ce ne soit 




Figure 12 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant ANRIL (Congrains et al, 2013).  
Le promoteur d’ANRIL est situé entre les gènes p14/ARF/CDKN2A et p15/INK4B/CDKN2B. Il régule l’expression 
de l’ensemble de son locus qui comprend des gènes impliqués dans l’inhibition de la prolifération. ANRIL 
lorsqu’il est exprimé permet le recrutement en cis des complexes répresseurs Polycomb PRC1 et PRC2 via des 
structures secondaires au sein de sa séquence. Le recrutement de ces complexes permet la pose des marques 
H3K27me3 sur les histones du locus et réprime de son expression.  
 
Action en trans par PTENP1-asRNAα 
 
Le cas des ARN antisens agissant sur la chromatine en trans est beaucoup plus rare que ceux 
en cis. Le cas le plus connu est celui de l’ARN HOTAIR (déjà présenté précédemment), 
cependant ce dernier se comporte plus comme un long ARN non codant standard car il n’y a 
vraisemblablement pas de complémentarité de séquence HOTAIR et ses cibles. Pour 
retrouver le cas d’un ARN antisens agissant en trans sur l’état chromatinien de sa cible par 





précisément vers le pseudogène PTENP1. En effet, en plus d’exprimer en « sens » le long 
ARN non codant correspondant au pseudogène PTENP1, ce locus génère aussi un transcrit 
antisens, PTENP1-asRNAα (Johnsson et al, 2013). PTENP1-asRNAα est l’une des deux 
isoformes d’antisens produites par le gène PTENP1 qui différent par la position de leur site 
d’initiation de la transcription (Fig. 13). Cet ARN est transcrit par l’ARN Polymérase II, épissé 
et polyadenylé. PTENP1-asRNAα régule négativement l’expression du gène PTEN (Johnsson 
et al, 2013). Son mode d’action est standard en recrutant des complexes modificateurs 
d’histones en interagissant avec la sous unité EZH2 de Polycomb mais aussi avec une 
méthylase de l’ADN, DNMT3A (Fig. 13). Ainsi en se fixant au niveau du promoteur du gène 
PTEN, l’ARN antisens permettra le silencing au niveau de celui-ci. L’ARN antisens PTENP1-
asRNAα est essentiel à la mise en place du silencing (Johnsson et al, 2013). La découverte de 
cet ARN est récente et la nature exacte de l’interaction entre l’ARN et sa cible n’est pas 
encore été définie. Il est possible qu’elle soit due à une hybridation avec le transcrit PTEN 
naissant ou avec des transcrits associés avec le promoteur de PTEN. A noter que dans ce cas, 
PTENP1-as peut aussi agir en cis sur l’expression de PTENP1 soit par un conflit 
transcriptionnel soit par hybridation avec les transcrits sens de PTENP1 avec lesquels la 
complémentarité est évidemment parfaite.  
Ainsi dans le cas d’une régulation de la chromatine par un ARN antisens ou NAT, les modes 
d’action sont les mêmes que ceux des longs ARN non codants standards. L’organisation peut 
cependant contribuer à la régulation à plusieurs niveaux. A minima le site de transcription 
antisens étant proche du gène cible, le transcrit naissant peut recruter à proximité de la 
chromatine cible les activités modificatrices des histones. Alternativement, la formation d’un 
duplex avec l’ARNm peut soit contribuer à la localisation soit servir de point d’entrée pour 
un autre type de régulation par exemple une forme d’interférence ARN transcriptionnelle. 
Une des difficultés conceptuelles de ce mode de régulation est qu’a priori elle peut aussi 
bien agir sur la transcription du gène cible que de l’antisens. Une expression mutuellement 
exclusive telle qu’elle est observée dans certains cas comme ANRIL p15 ne découle pas 







Figure 13 : Schéma du mode d’action des ARNs non codants PTENP1-as (Johnsson et al, 2013).  
Les deux isoformes d’ARN PTENP1-as α et β sont transcrit à partir du pseudogène PTEN sur le chromosome 9. 
PTENP1-as α a un rôle répresseur de l’activité du gène PTEN. Ce dernier agit en trans et permet le recrutement 
au niveau du promoteur de PTEN d’éléments régulateurs négatifs comme DNMT3 ou la sous-unité EZH2 du 
complexe Polycomb. PTENP1-as β a lui un rôle positif sur l’expression de PTENP1. Celui –ci se fixe en 5’UTR de 
l’ARN non codant PTENP1 et augmente sa stabilité.  
3.2.2 – Régulation post-transcriptionnelle 
 
La complémentarité partielle ou complète que peut avoir un ARN antisens avec un gène sens 
en fait un parfait candidat à la régulation post-transcriptionnelle. En effet, l’ARN antisens va 
pouvoir former un duplex ARN-ARN avec l’ARN messager sens qui va pouvoir « interférer » 
avec l’épissage, la distribution cellulaire, le transport, la stabilité et la traduction de ce 
dernier. Il existe plusieurs exemples de ce type d’ARN antisens. BACE1-AS, déjà décrit 





Le cas de l’ARN Zeb2AS est également intéressant. Ce dernier est un transcrit d’environ 1,2 
kilobases qui recouvre l’extrémité 5’ du gène Zeb2. Zeb2 est un répresseur transcriptionnel 
de l’E-cadherine et son expression est un élément important de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) (Neltran et al, 2008). La traduction de l’ARN messager Zeb2 
nécessite la présence d’un site d’entrée interne du ribosome ou IRES localisé dans le premier 
intron. Or cet intron est épissé de l’ARN messager mature dans les cellules épithéliales 
empêchant l’expression de la protéine Zeb2 (Fig. 14). Durant la transition épithélio-
mésenchymateuse, l’ARN Zeb2AS est transcrit sous le contrôle du facteur de transcription 
Snail1 et cet ARN antisens complémentaire du site d’épissage du premier intron empêche la 
fixation du spliceosome. Ceci permet le maintien de l’intron 1 contenant l’IRES dans l’ARN 
messager mature et donc sa traduction (Beltran et al, 2008).  
Figure 14 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant Zeb2as (Pelechano et Steinmetz, 2013).  
L’ARN Zeb2as est transcrit en antisens depuis le premier intron du gène Zeb2. En absence d’expression de 
l’ARN Zeb2as, l’intron est épissé privant le transcrit mature d’une traduction efficace. En présence de l’ARN 
Zeb2as, ce dernier se fixe sur le pré-messager empêchant l’épissage de l’intron 1. L’intron 1 contenant un site 
d’entrée interne du ribosome le messager mature contenant l’intron 1 peut être efficacement traduit.  
 
Un autre mécanisme susceptible d’être mis en place lors d’une hybridation ARN-ARN est 
l’interférence par l’ARN. Les ARN antisens grâce à leur complémentarité avec les transcrits 
sens peuvent en principe constituer une source endogène de siARN. Cela a été démontré 
chez les mammifères dans l’oocyte de souris (Watanabe et al, 2008). Dans cette étude, il est 
montré que dans le locus Pdzd11/Kif4, où les deux gènes se recouvrent en orientation 
« head-to-head », on retrouve un grand nombre de petits ARN ciblant cette région. Sur les 
135 petits ARN identifiés 117 ciblent différentes séquences de l’exon 1 du gène Kif4. Or c’est 
exactement l’exon 1 du gène Kif4 qui est recouvert par le transcrit Pdzd11. Il en a été déduit 





Dans la même étude il est observé qu’une mutation de Dicer diminue la quantité de petits 
ARN ciblant cette région tandis que l’expression des deux gènes est augmentée (Watanabe 
et al, 2008). Ces résultats tendent à confirmer que la transcription antisens permet la 
création d’une source d’endo-siARN. Néanmoins, certaines données semblent montrer que 
ces observations ne correspondent qu’à des cas particuliers tissus spécifique aux cellules de 
la lignée germinale (Werner et al, 2014). Dans ce type de mécanisme on peut s’attendre à 
une régulation similaire sur les gènes sens et antisens. 
    3.2.3 – Conflit transcriptionnel 
 
Du fait de leur proximité avec leur gène cible en particulier dans le cas des cis-NAT, un autre 
mode d’action peut être envisagé : le conflit transcriptionnel. Dans ce type de mécanisme, ce 
n’est pas l’ARN en lui-même qui va être la source du silencing mais plutôt sa transcription. A 
titre d’exemple, dans le cas de certaines α-thalassémies il a été identifié une délétion dans la 
région 3’ du gène LUC7L. Cette délétion fait  disparaître le site de polyadénylation de ce gène 
permettant au transcrit néoformé LUC7L de recouvrir le gène voisin HBA2. Cela a pour 
conséquence le silencing du gène HBA2, cause de la pathologie (Tufarelli et al, 2003). En 
parallèle de ce silencing on observe la méthylation du promoteur du gène HBA2. Cette 
méthylation n’est pas une simple conséquence de l’arrêt de la transcription puisque la 
délétion de la TATA box n’induit pas de méthylation. Elle n’est pas non plus due à une 
séquence spécifique de l’ARN LUC7L car le remplacement de ce dernier par un autre gène 
donne le même résultat (Turafelli et al, 2003). Il y aurait donc un mécanisme de méthylation 
de l’ADN de novo déclenché par le recouvrement d’un promoteur par une transcription 
antisens mais ce mécanisme et les acteurs impliqués n’ont pas encore été caractérisés.  
Néanmoins, la méthylation n’est pas toujours nécessaire pour le silencing comme c’est le cas 
pour l’ARN Airn. L’ARN Airn est transcrit à partir d’un promoteur antisens situé dans l’intron 
1 du gène de « l’Insulin-like growth factor type 2 receptor » (Igf2r) (Lyle et al, 2000) (Fig. 15). 
Il existe sous plusieurs isoformes, la forme non épissée de 108 kilobases et plusieurs formes 
épissées de 500 bases à 1,4 kilobases (Seidl et al, 2006). Le rôle d’Airn est de réguler 
l’expression des gènes Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 situés dans le locus soumis à empreinte 
parentale où il est exprimé (Sleutels et al, 2002). L’ARN Airn est exprimé uniquement à partir 





méthyltransférase G9a (Nagano et al, 2008). Néanmoins, cette régulation ne concerne que 
les gènes Slc22a2 et Slc22a3. En effet, le gène Igf2r est mis sous silence par un autre 
mécanisme. C’est la transcription d’Airn qui interférera avec celle du gène Igf2r, 
potentiellement en empêchant la fixation de l’ARN polymérase II sur le promoteur du gène 
Igf2r (Latos et al, 2012). Cependant, ce silencing n’est pas durable dans le temps car la 
transcription de l’ARN Airn est nécessaire pour le maintenir. De plus, l’arrêt de la 
transcription de manière prématurée à l’aide d’un site de polyadénylation qui empêche la 
transcription jusqu’au promoteur du gène Igf2r supprimera le silencing. Ce silencing semble 
refléter une compétition entre les deux promoteurs car si le promoteur du gène Igf2r est 
remplacé par un promoteur plus fort, le silencing diminue. Dans ce cas de figure, on tend 
vers un modèle d’un promoteur fort capable d’interférer sur l’activité d’un promoteur plus 
faible via une transcription antisens. Cela ne fait donc appel ni à une séquence spécifique ni 
à une complémentarité de séquence mais bien à une transcription antisens qui, en passant 
sur un promoteur, empêche vraisemblablement la fixation ou déplace les facteurs de 
transcription ou la machinerie de transcription. A noter que si dans le locus Igf2r naturel 
l4ADN du promoteur Igf2r est méthylé, ceci n’est pas toujours le cas dans les différentes 
constructions où un silencing est observé.  
 
 
Figure 15 : Schéma du mode d’action de l’ARN non codant Airn (Bartolomei, 2009). 
 L’ARN Airn est transcrit en antisense du gène Igf2r dans le locus soumis à empreinte du même nom. Airn 
permet le silencing des gènes  Slc22a2 et Slc22a3 par recrutement, via sa structure secondaire, de l’histone 
méthyltransférase G9a. Le silencing du gène Igf2r est lui dépendant de la transcription d’Airn et du fait qu’elle 





II – Les régulations cytoplasmiques en réponse à la présence d’ARN db 
 
Pour l’essentiel, les régulations envisagées pour les ARN non codants interviennent dans le 
noyau. Or, dans le cas des ARN antisens on peut s’attendre à la formation d’ARN double brin 
pour lesquels il est connu qu’ils peuvent induire des réponses cellulaires dans le cytoplasme. 
Pour éviter cette difficulté il a été montré que l’expression d’un ARN double brin dépourvu 
d’une coiffe et d’une queue polyA (a priori non exportable vers le cytoplasme) pouvait 
induire un silencing spécifique du gène correspondant (Shinagawa et al, 2003). A l’inverse, la 
transfection dans les cellules d’ARN double brin est connue pour induire l’expression de 
l’interféron et des gènes de la réponse interféron en déclenchant l’immunité innée de la 
cellule. En effet, l’accumulation d’ARN et en particulier d’ARN double brin dans la cellule 
peut être reconnue comme la signature d’une infection virale. Il existe donc dans la cellule 
des protéines qui vont détecter la présence d’ARN double brin comme signature d’une 
infection virale. Dans le cas des virus à génome ARN, l’ARN double brin est au minimum un 
intermédiaire indispensable de la réplication.  
1 – PKR – Protein Kinase RNA-activated 
 
Parmi les différentes réponses à la présence d’ARN double brin, la voie PKR est une des 
mieux caractérisées. PKR est une protéine kinase cytoplasmique impliquée dans la réponse 
de type I qui a un rôle important dans la mise en place de la réponse antivirale et anti-
prolifératrice déclenchée par une infection virale (Garcia et al, 2006). En absence d’ARN 
double brin, le domaine kinase de cette protéine s’auto-inhibe. La liaison à une molécule 
d’ARN double brin induit un changement conformationnel de la protéine libérant le domaine 
kinase. Plusieurs protéines PKR vont pouvoir se fixer sur une même molécule d’ARN double 
brin. Cette proximité va faciliter la trans-phosphorylation de celles-ci qui vont dès lors être 
activées et se dissocier de l’ARN double brin (McKenna et al, 2007). La protéine PKR une fois 
active va pouvoir phosphoryler le facteur d’initiation de la traduction eIF2α ce qui a pour 
conséquence le blocage de l’initiation de la traduction et une suppression globale de la 
synthèse protéique de la cellule (Garcia et al, 2006).  
La protéine PKR possède deux sites de liaison à l’ARN double brin qui agissent en 





16 paires de base, néanmoins la dimérisation des protéines PKR sur la même molécule est 
nécessaire pour leur transactivation. Ceci requiert donc un taille minimale de la molécule 
d’ARN double brin d’environ 33 paires de bases (Bevilacqua et Cech, 1996 ; Manche et al, 
1992). Il est notable que cette taille limite de reconnaissance de l’ARN double brin fait que 
les petits ARN double brin régulateurs (siARN ou miARN) n’activent pas efficacement PKR.  
 2 – OAS – OligoAdenylate Synthase 
 
L’OAS est une enzyme de la famille des Polymérases ARN indépendantes de matrice qui 
catalyse la liaison de deux molécule d’ATP via une liaison phosphodiester 2’-5’ créant les 2’-
5’ Oligoadenylate (Hovanessian et al, 1987 ; Kristiansen et al, 2011). Cette enzyme apporte la 
modification 2’-5’ Oligoadenylate sur les ARN double brin qu’elle rencontre dans le 
cytoplasme. Le mode de fixation de cette enzyme sur la molécule d’ARN n’est pas encore 
complètement clarifié. Il est proposé que l’OAS soit capable de se fixer à tout type d’acide 
nucléique par interaction électrostatique, même simple brin, mais que la fixation à l’ARN 
double brin modifie la conformation de l’enzyme libérant le site actif (Kristiansen et al, 
2011). L’ajout de la modification 2’-5’ oligoadenylate sur l’ARN double brin sert de cofacteur 
pour l’activation de la ribonucléase RNaseL. La RNaseL dégrade alors les ARN double brin 
mais également des ARN cellulaires simple brin comme les ARN ribosomiques ou messagers 
conduisant à une inhibition globale de la synthèse protéique (Floyd-Smith et al, 1981 ; 
Chakrabarti et al, 2011). 
 
 3 – RIG-I – Retinoic acid Inducible Gene I 
 
RIG-I est un autre type de senseur que l’on trouve dans le cytoplasme. Ce dernier possède 
une architecture complexe et comprend deux domaines CARDs (« Caspase Activation 
Recrutment Domains ») qui vont pouvoir interagir avec l’adaptateur mitochondrial du signal 
antiviral (MAVS – « Mitochondrial AntiViral Signaling protein »), un domaine hélicase 
responsable de l’hydrolyse de l’ATP (dépendant de l’ARN) et un domaine C-terminal de 
liaison à l’ARN. Cette protéine est capable de reconnaître de longs ARN simple brin porteurs 
de la modification 5’triphosphate retrouvée chez certains virus (Pichlmair et al, 2006) mais 
également les ARN double brin de petite taille, inférieurs à 2 kilobases (Yoneyama et al, 





hélicase. Cette hydrolyse de l’ATP rend alors le second domaine CARD sensible à 
l’ubiquitination par la protéine Trim25 (Gack et al, 2007). L’ubiquitination du domaine CARD 
de RIG-I permet  son oligomérisation avec d’autres protéines RIG-I formant alors un filament 
d’oligomères. C’est ce filament d’oligomères RIG-I qui interagit avec les protéines MAVS en 
surface des mitochondries (Fig. 16). L’interaction avec MAVS permet la transduction du 
signal en activant les voies de signalisation comme IRF3/7 et NF-κB résultant en l’expression 
des gènes de la réponse interféron (Pichlmair et al, 2006).  
 4 – MDA5 – Melanoma Differentiation Associated gene 5 
 
MDA5 est également un senseur cytoplasmique de la même famille que la protéine RIG-I. 
MDA5 possède la même architecture protéique et interagit de la même façon avec 
l’adaptateur mitochondrial de signal antiviral MAVS. La principale différence est qu’alors que 
RIG-I permet la reconnaissance des petits ARN double brin (< 2 kilobases), MDA5 interagit 
avec les ARN double brin de grande taille (> 2 kilobases) (Kato et al, 2008). Comme RIG-I, 
MDA5 va former un filament oligomérique sur l’ARN double brin. Dans ce cas, le filament 
prend la forme d’anneau empilé tout le long de la molécule d’ARN ou chaque anneau 
représente un monomère RIG-I (Peisley et al, 2011). Mais, contrairement à RIG-I où 
l’hydrolyse de l’ATP permet l’oligomérisation, ici l’hydrolyse de l’ATP par MDA5 a pour 
conséquence la dissociation de la protéine de la molécule d’ARN. C’est donc une dynamique 
instable qui est mise en place. Il est proposé que cette dynamique dissociation-association 
avec l’ARN double brin permette la discrimination entre les ARN double brin de petite ou 
grande taille. En effet, si la dissociation est importante, le filament oligomérique de protéine 
MDA5 sera plus facilement déstabilisé sur une molécule d’ARN de petite taille que sur une 
de grande taille où le filament, même s’il perd des éléments, restera plus stable (Peisley et 
al, 2011). La formation du filament permet l’interaction entre les domaines CARDs des 
protéines MDA5 et les protéines MAVS en surface des mitochondries (Fig. 16). Cela permet 







Figure 16 : Schéma du mode d’action de RIG-I et MDA5 et leurs interactions avec MAVS (Xu et al, 2014). 
 Le filament formé par l’interaction entre un ARN double brin de grande taille et MDA5 ou RIG-I permet une 
accumulation des domaines CARD qui peuvent interagir avec ceux des protéines MAVS en surface des 
mitochondries.  C’est cette interaction qui permet la transduction du signal de la réponse interféron.  
 
 5 – TLR3 – Toll-like receptor 3 
 
Les Toll-like récepteurs constituent une famille de protéines impliquées dans la réponse 
immune innée. Ces protéines sont des récepteurs membranaires permettant la 
reconnaissance des motifs moléculaires associés au pathogène (PAMP – « Pathogen-
Associated Molecular Patterns »). Il existe 15 sous-familles de Toll-like récepteurs chez les 
vertébrés. Elles partagent toutes le même type de structure avec un domaine de liaison au 
ligand à l’extérieur de la membrane composé de 19 à 25 répétitions en tandem d’un motif 
riche en leucines qui est lié via un domaine transmembranaire au TIR domaine (TIR – « Toll-
like/Interleukin-1 receptor ») impliqué dans l’activation de la voie de signalisation cellulaire. 
Chaque Toll-like récepteur est spécialisé pour la reconnaissance d’un PAMP donné. En ce qui 
concerne les acides nucléiques les récepteurs concernés sont TLR3, 7, 8 et 9 (Blasius et al, 
2010). TLR9 est spécifique de l’ADN contenant des ilôts CpG non méthylés (Hemmi et al, 
2000). TLR7 et TLR8 permettent la reconnaissance des ARN simple brin (Heil et al, 2004). 
Celui qui nous intéresse pour la réponse en présence d’ARN double brin est le récepteur 





de l’ARN double brin. Mais à la différence de ces deux autres senseurs qui sont 
cytoplasmiques, TLR3 est présent dans la membrane des endosomes. Ce récepteur permet la 
détection dans les endosomes de molécules d’ARN double brin d’une taille minimale de 40 
paires de bases. La présence d’ARN double brin permet la dimérisation de TLR3 via le 
domaine externe de liaison à l’ARN double brin et s’accompagne d’une dimérisation du 
domaine TIR qui permet le recrutement de la protéine TRIF (« TIR-containing adapter-
inducing interferon-β »). TRIF induit alors l’activation de la voie de signalisation de la réponse 
antivirale via IRF3/7 et NF-κB. 
 
 6 – Les protéines ADAR – L’édition ARN 
 
Les protéines ADAR ou « Adenosine deaminase acting on RNA » sont comme leur nom 
l’indique des enzymes permettant la conversion des adénosines (A) en inosines (I) par 
désamination de la base. Les protéines ADAR possèdent une région « RNA binding » 
spécifique de l’ARN double brin ce qui confine l’activité désaminase uniquement à ce 
contexte (Nishikura et al, 1991). La conversion de l’adénosine en inosine va avoir, sur l’ARN 
messager cible, un impact au niveau de sa traduction. En effet, la base inosine est lue par la 
machinerie de traduction comme une guanosine avec la possibilité d’un changement d’acide 
aminé  et possiblement de l’activité de la protéine codée (Basilio et al, 1962 ; Garrett et al, 
2012). Chez l’homme, il existe 3 protéines ADAR. ADAR1 et 2 sont d’expression ubiquitaire 
tandis que ADAR3 est spécifique du cerveau. ADAR1 et 2 sont les seules à posséder l’activité 
de déamination (Nishikura et al, 2010). Leur spécificité d’action semble dépendre de leur 
nombre de « RNA binding Domain », ainsi ADAR2 qui possède 2 « RNA binding Domain » à 
une spécificité pour certain type de séquence alors qu’ADAR1 qui lui en possède 3 va être 
moins sélectif (Källman et al, 2003). Une autre différence porte sur leur localisation puisque 
ADAR1 est présente  dans le cytoplasme et le noyau tandis que ADAR2 est principalement 
nucléaire (Sansam et al, 2003 ; Patterson et al, 1995). ADAR1 est également plus stable que 
ADAR2 qui est régulée au niveau post-traductionnel par phosphorylation et ubiquitination 
(Marcucci et al, 2011). Ainsi ADAR1 est logiquement plus fortement exprimé dans les cellules 
qu’ADAR2 ce qui explique sa découverte plus tardive de celle-ci (O’Connell et al, 1994 ; Kim 





Par leurs actions, les protéines ADAR sont impliquées dans diverses régulations. Ainsi 
l’édition ARN permet la formation d’isoformes de protéines et leurs distributions 
spatiotemporelle au cours du développement (Seeburg et al, 2003 ; Highushi et al, 1993). Les 
ADAR permettent également par la conversion d’adénosines en inosines de créer ou de faire 
disparaitre des sites d’épissages donnant lieu à de nouveaux variant protéiques (Raitskin et 
al, 2001). Les protéines ADAR peuvent aussi agir sur les ARN non codant, ainsi il a été montré 
que les pré-miRNA peuvent être des cibles donnant lieu à des variants de microARN n’ayant 
plus la même cible (Luciano et al, 2004) mais également sur les ARN des éléments 
transposables tels que les éléments Alu (Osenberg et al, 2010 ; Bazak et al, 2013). Enfin les 
protéines ADAR agissent également dans la réponse antivirale en réponse à la présence 
d’ARN double brin. Comme la conversion en inosine déstabilise les ARN double brin les ADAR 


























III – Problématique 
 
L’existence de transcrits antisens a été observée depuis longtemps pour quelques gènes 
mais ce n’est qu’au cours de ces dernières années qu’il est apparu que, loin d’être une 
exception, cette situation concernait probablement une majorité de gènes. La perception 
initiale était que la transcription antisens ne pouvait avoir qu’un rôle inhibiteur pour 
l’expression du gène « sens » associé. Sans avoir clairement été validés expérimentalement, 
de nombreux mécanismes inhibiteurs peuvent effectivement être envisagés. Ces 
mécanismes diffèrent profondément entre eux et par leurs implications pour la régulation 
du gène cible. La version la plus simple est celle d’un conflit transcriptionnel dans lequel la 
transcription en antisens empêche la transcription du gène sens que ce soit au niveau de 
l’élongation (« collision entre polymérase ») ou au niveau de l’initiation (en interférant avec 
l’assemblage du complexe de transcription sur le promoteur).  Dans ce cas, il est clairement 
indispensable que l’ARN antisens soit exprimé en cis. De plus, le mode de régulation est par 
nature dynamique tant que l’on n’invoque pas l’intervention d’une régulation épigénétique 
en plus du conflit transcriptionnel ; si la transcription antisens s’arrête le conflit disparait. 
Une autre spécificité de ce mode de régulation est que l’expression tend à être 
mutuellement exclusive puisque la transcription sens peut aussi inhiber la transcription 
antisens. On peut donc supposer que l’unité la plus transcrite prend le dessus sur l’autre. 
Une deuxième classe de mécanismes implique l’interaction entre les transcrits sens et 
antisens et l’induction d’une réponse par l’ARN double brin. Typiquement une interférence 
par l’ARN au niveau transcriptionnel rentrerait dans cette catégorie. Toutefois l’efficacité de 
ce type de régulation, en particulier chez les mammifères, est encore un sujet de débat. 
Potentiellement ce type de mécanisme pourrait avoir lieu si l’ARN antisens est exprimé en 
trans à partir d’un autre locus et le silencing pourrait lui-même agir sur d’autres loci dès lors 
qu’ils partagent des séquences avec l’ARN double brin. L’existence d’une telle régulation a 
été proposée par le groupe de N. Proudfoot  (Gullerova et al, 2012). Toujours liés à la 
formation d’ARN double brin d’autres mécanismes sont envisageables qui pourraient être 
indépendants de la séquence. C’est bien évidemment le cas pour les réponses 
cytoplasmiques (PKR, RNaseL, détection de l’ARN double brin et induction de l’expression de 
l’interféron …), mais rien ne permet d’exclure qu’une réponse locale puisse être en place au 





bien sur les deux unités de transcription. Ces trois mécanismes bien que très différents 
partagent le fait qu’ils ne dépendent pas de la nature des séquences transcrites et donc 
devraient être mis en place systématiquement dès lors que certaines conditions sont 
satisfaites (organisation des deux unités de transcription, niveau d’expression des deux 
transcrits et quantité d’ARN double brin formé, taille de la région double brin…). A l’inverse, 
une majorité des mécanismes décrits pour l’action des longs ARN non codants nécessite la 
présence sur le transcrit de motifs spécifiques pour permettre le recrutement de complexes 
régulateurs. Dans ce cas, la formation d’un duplex d’ARN dans le noyau ne semble pas  
nécessaire voire même pourrait entrer en conflit avec l’accessibilité des sites de 
recrutement. D’ailleurs, si le cas le plus fréquent est une régulation en cis, des exemples de 
régulation en trans ont été décrits dans lesquels il n’existe pas de complémentarité notable 
entre l’ARN régulateur et sa cible. Dans ce type de modèle, la régulation de l’expression 
passe par des modifications de la chromatine et est donc susceptible de se propager au-delà 
de la région où le transcrit antisens naissant recrute le(s) complexe(s) modificateurs. En 
fonction de la présence de barrières ou d’isolateurs chromatiniens, le silencing induit par 
l’antisens peut donc se propager jusqu’aux deux promoteurs conduisant au silencing des 
deux gènes. En fonction de la stabilité de l’organisation chromatinienne induite, une telle 
situation ne créerait pas nécessairement une régulation inefficace, l’expression de l’antisens 
servant d’évènement initiateur du silencing. De fait, si on peut envisager des moyens de 
protéger l’expression de l’ARN antisens, en particulier si les promoteurs sens et antisens sont 
très éloignés l’un de l’autre sur le génome, cette classe de mécanismes n’est pas 
intrinsèquement asymétrique.  
Contrairement à ce qui était attendu, les études sur l’ensemble du transcriptome n’ont pas 
mis en évidence de corrélation négative entre l’expression des ARN sens et antisens sur 
l’ensemble du génome. Il existe même de nombreux exemples de co-expression des 
transcrits sens et antisens. Cette observation est probablement à relier avec le fait que la 
présence d’une unité de transcription antisens pourrait aussi être activatrice puisqu’en 
l’absence d’un isolateur transcriptionnel, l’activation du promoteur antisens est a priori 
susceptible d’augmenter la transcription depuis le promoteur sens. Un tel mécanisme est un 
simple reflet du phénomène fréquemment observé de transactivation entre promoteurs, 





mentionnés plus haut. 
L’objectif de ce projet est d’évaluer l’impact sur l’expression d’un gène cible des différentes 
classes de mécanismes d’action des ARN antisens qui ont été évoquées. La démarche est 
d’augmenter progressivement le nombre de mécanismes susceptibles d’intervenir en 
partant des modèles les plus simples possibles. Ainsi, à l’inverse des études sur des loci 
cellulaires qui cherchent à mettre en évidence au cas par cas quel mécanisme est impliqué, il 
devrait être possible d’évaluer plus globalement l’importance de ces différents mécanismes 
en fonction du contexte (organisation et expression des gènes sens et antisens). La 
démarche expérimentale repose sur le suivi par cytométrie de l’expression de constructions 
indicatrices comprenant les régions codantes de protéine fluorescentes. Outre son caractère 
quantitatif (ou semi-quantitatif comme il apparaitra dans les résultats) un avantage 
important de la cytométrie est d’analyser l’expression au niveau de cellules individuelles et 
non pas en valeur moyenne sur une population. Ainsi dans l’hypothèse où un silencing  ne se 
mettrait en place que dans une sous-population de cellules, ceci sera parfaitement 
analysable en cytométrie même si l’impact sur l’expression moyenne n’est pas visible. 
Toujours dans le but de partir de la situation la plus simple possible, une première partie du 
projet porte sur l’expression en transitoire des constructions indicatrices. Si l’on peut 
s’attendre à ce que la chromatinisation des plasmides ne soit que partielle sur cette échelle 
de temps (typiquement 48 h), ceci ne devrait pas empêcher un conflit transcriptionnel  tout 
comme certains effets liés à la formation d’ARN double brin. A l’opposé, les effets dus au 
recrutement de complexes modificateurs de la chromatine devraient être nettement plus 
marqués dans une situation de clone stable et nécessiter la présence de motifs spécifiques 











MATERIELS ET METHODES 
 
I – Cellules   
 
1 – La lignée cellulaire 
 
L’intégralité des expériences discutées dans cette étude a été faite dans la lignée cellulaire 
HEK 293 Tet-on. La lignée HEK 293, établie à partir de cellules de rein embryonnaire humain 
au début  des années 1970, est fréquemment utilisée comme système modèle de cellules en 
culture du fait de sa croissance rapide et de sa très grande efficacité de transfection. Ces 
cellules sont efficacement transfectables par presque toutes les techniques existantes et 
tout particulièrement par la méthode au précipité de phosphate de calcium. La lignée HEK 
293 Tet-on est une lignée dérivée de HEK 293 commercialisée par Clontech. Il s’agit d’un 
transfectant stable pour le gène rtTA obtenue par sélection avec la généticine (G418). Le 
gène rtTA code une protéine de fusion entre une version mutée du répresseur de la 
tétracycline et le domaine transactivateur de VP16. Ainsi contrairement à la version sauvage 
du répresseur, la fixation du répresseur muté sur son site au niveau de l’ADN va dépendre de 
la présence de tétracycline. L’addition de tétracycline ou préférentiellement de son dérivé, la 
doxycycline, dans le milieu de culture va entrainer la fixation du transactivateur sur ses 
séquences cibles et induire l’activité des séquences promotrices correspondantes. 
L’induction est progressive au cours du temps et est fonction de la dose de doxycycline. En 
pratique, la dose utilisée (1 g/mL) assure une réponse maximale après 24h d’induction. Une 
des limites de l’utilisation des cellules HEK 293 pour nos expériences est leur faible 
adhérence au plastique, ce qui oblige à attendre 48h après ensemencement pour effectuer 
une transfection. Néanmoins, cette caractéristique devient un avantage pour l’analyse en 
cytométrie en flux puisqu’elle permet d’obtenir une suspension cellulaire assez facilement 









2 – Culture cellulaire 
 
La lignée HEK 293 Tet-on et ses dérivés avec constructions intégrées sont cultivées en étuve 
humidifiée à 37° et à 5% de CO2. Pour le maintien des cellules en culture, les cellules sont 
divisées lorsqu’elles atteignent 80% de confluence par dissociation avec une solution 
trypsine-EDTA et réensemencées à des dilutions variant de 1/6 à 1/20 en fonction de la 
durée prévue de culture. Les cellules sont cultivées dans du DMEM (avec 4,5 g/L glucose et 
sans pyruvate, Gibco) supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Gibco), 100 
unités/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine.  
 
3 – Transfection 
 
L’ensemble des transfections réalisées au cours de ce travail ont été faites par la méthode au 
phosphate de calcium. Cette méthode a été mise au point par S. Bachetti et F.L. Graham en 
1977. Elle repose sur le mélange d’une solution saline tamponnée par l’HEPES doublement 
concentrée (HEPES-buffered saline solution ou HBS) contenant des ions phosphates et une 
solution de chlorure de calcium contenant les acides nucléiques à transfecter (petits ARNs 
et/ou plasmides). Lorsque ces deux solutions sont mélangées, il se forme un fin précipité de 
phosphate de calcium dans lequel sont intégrés les acides nucléiques présents en solution. 
Le mélange contenant les précipités est alors ajouté aux cellules à transfecter 
(habituellement une culture cellulaire monocouche). C’est par un mécanisme non 
entièrement compris que les cellules vont incorporer le précipité contenant les acides 
nucléiques (les ions Ca2+ masquent la polarité négative de l’ADN lui permettant d’entrer dans 
le cytoplasme de la cellule). Dans les cellules HEK 293, la technique au phosphate de calcium 
est très efficace et permet la transfection du plasmide d’intérêt dans pratiquement toutes 
les cellules. En effet, lors de contrôles effectués avec un ADN conjugué à un fluorochrome, 
une augmentation de la fluorescence peut être détectée dans toutes les cellules ou presque 
(> 95 % des cellules). Par contre, le fait que les cellules aient reçu de l’ADN ne conduit pas 
nécessairement à une expression facilement détectable des constructions transfectées. 
Ainsi, l’efficacité de transfection déterminée par le pourcentage de cellules dont la 
fluorescence est supérieure à l’autofluorescence varie de 10 à 30 % en fonction des 
expériences. Ces cellules sont celles pour lesquelles l’analyse en cytométrie sera la plus facile 




à réaliser, même si une augmentation de la fluorescence est aussi détectable pour les autres 
cellules suggérant qu’il y a bien une faible expression des constructions transfectées dans 
celles-ci. Une caractéristique essentielle pour nos expériences du modèle HEK 
293/transfection au phosphate de calcium est la très grande efficacité de co-transfection 
avec deux ou trois plasmides et un ou deux ARN interférents. Dans des expériences 
précédemment réalisées dans l’équipe, cette efficacité de co-transfection n’a pas été 
observée avec d’autres réactifs de transfection comme la lipofectamine.  
Pour les transfections au phosphate de calcium, les cellules sont ensemencées 48h 
auparavant à 7.105 cellules/ boîte φ 100mm, 4.105 cellules/boîte φ 60mm ou 1.105 
cellules/plaque de 12 puits. Le milieu de culture est renouvelé au minimum 2 heures avant la 
transfection.  
Pour les plaques 12 puits, format des transfections réalisées en routine, les plasmides et 
petits ARN sont dilués dans une solution de Tris/EDTA diluée 10 fois (concentration finale 
1mM Tris pH 7,8 et 0,1mM d’EDTA). Pour chaque échantillon est préparée dans un tube 
Eppendorf 50 L une solution A contenant les acides nucléiques et 6µl de CaCl2 2M, qui est 
mélangée par vortexage. Par-dessus la solution A est ajouté doucement un volume de HBS 
2X (50µL) qui apporte les ions phosphates. La précipitation est déclenchée en initiant le 
mélange des deux solutions en insufflant avec une micropipette des bulles d’air au fond du 
tube (quatre fois). Après 20 minutes à température ambiante, le précipité est ajouté sur les 
cellules (100µL/puits). 24h après la transfection, le milieu de culture est renouvelé avec ou 
sans doxycycline selon les constructions transfectées. L’analyse par cytométrie en flux se fait 
le plus souvent 48h après la transfection.  
Solution utilisée pour la transfection : 
- CaCl2 2M 
- HBS 2X (pH ajusté à 7,05 avec une solution de NaOH) 
o HEPES    50mM 
o NaCl    280mM 
o KCl    10mM 
o Na2PO4   1,5mM 
 




3 – Construction des clones stables HEK 293 Tet-on 
 
Pour l’isolement de clones stables, les cellules de la lignée HEK 293 Tet-on sont co-
transfectées par la méthode au phosphate de calcium avec le plasmide d’intérêt et un 
plasmide de résistance à la puromycine « pBabe puro ». Le ratio molaire plasmide indicateur 
/ pBabe puro est de 4 : 1 pour favoriser la probabilité que les clones résistants aient intégrés 
le plasmide indicateur. La transfection est faite dans des boites 100 mm avec des cellules 
ensemencées 48h auparavant à 7.105 cellules/boite. Le milieu de culture est renouvelé 24h 
après la transfection et la mise en place de sélection est faite à 48h par ajout de 1µg/mL de 
puromycine dans le milieu de culture. Les cellules sont cultivées sous pression de sélection 
pendant 7 à 10 jours. La sélection est par la suite enlevée pour que les clones puromycine 
résistants puissent proliférer plus activement. Les clones visibles obtenus (φ de plus 2mm) 
sont transférés dans une plaque 24 puits dans un milieu sans sélection pendant 3 à 4 jours. 
Puis la puromycine est à nouveau ajoutée pour vérifier la résistance des clones sélectionnés. 
Les clones sont ensuite analysés par cytométrie en flux afin de déterminer le profil 
d’expression de la construction intégrée. Les clones ayant un profil d’expression satisfaisant 
sont mis en culture puis congelés à -150°C.  
 
II – Cytométrie en flux 
 
Les constructions indicatrices utilisées permettent l’expression de protéines fluorescentes 
(GFP, DsRed et Nir). La cytométrie en flux permet une mesure quantitative de l’expression 
de ces derniers au niveau de chaque cellule. De plus, comme il s’agit de protéines ayant des 
fluorescences intrinsèques, il n’est pas nécessaire de perméabiliser ou de fixer les cellules. 
Pour disposer d’un nombre suffisant de données exploitables, la lecture est faite sur 50 000 
cellules d’où le choix d’utiliser des plaques 12 puits ensemencées à 1.105  cellules.  
 
1 – Préparation des échantillons 
 
Dans les plaques 12 puits, le milieu est aspiré puis sont ajoutés 200µL/puits de PBS 1X 
contenant 20% de tampon de dissociation cellulaire (Gibco). Il s’agit d’un milieu tamponné 
sans Ca2+ et contenant une quantité non spécifiée d’EDTA. Les cellules sont alors dissociées 




en pipetant vigoureusement la solution avec une pipette P1000, puis transférées dans un 
tube sur glace (Tube polystyrène 5mL pour analyse avec le FACS Calibur de Becton Dickinson 
ou Tube Eppendorf 1,5mL pour analyse avec le GUAVA de Millipore). Les échantillons 
peuvent être gardés dans la glace et à l’abri de la lumière pendant quelques heures sans que 
les résultats en soient affectés comme on peut le vérifier en analysant l’échantillon à 
différents temps de cinétique.  
 
2 – Protocole d’analyse 
 
2.1 – Analyse en deux couleurs : GFP et DsRed 
 
Acquisition 
Pour analyser l’expression de la GFP et de la DsRed à partir des constructions indicatrices, il a 
été utilisé l’excitation par le laser bleu 488nm présent sur les deux cytomètres en flux 
utilisées durant notre travail ainsi que les premiers détecteurs de fluorescence FL1 (533 
±15nm) et FL2 (582 ±20nm) sur le FACS Calibur (Becton Dickinson) et les détecteurs Green-B 
(525 ±30nm) et Yellow-B (583 ±26nm) sur le GUAVA (Millipore). Cette combinaison est 
parfaitement adaptée à la détection de la GFP (excitation max : 488nM ; émission max : 
509nm) mais cependant un peu moins pour la DsRed (excitation max : 557nm ; émission 
max : 579nm) puisque l’excitation par le laser à 488nm ne permet que 50% de l’excitation 
maximale. La lecture est faite sans compensation pour les passages d’une fluorescence sur 
une autre. La compensation est faite a posteriori au cours de l’analyse des données ce qui 
permet de tester la robustesse des conclusions vis à vis du choix des valeurs de 
compensation (voir plus bas). Pour chaque échantillon et quel que soit le cytomètre en flux 
utilisé, sont analysées au minimum 50 000 cellules avec un seuil sur la diffusion vers l’avant 
afin d’éliminer les débris les plus petits dès l’acquisition. L’acquisition sur le FACS Calibur 
(Becton Dickinson) pose plusieurs difficultés car l’analyse ne peut se faire que sur 4 ordres de 
grandeur, ce qui, compte tenu de la saturation des détecteurs observée aux signaux les plus 
forts, se réduit à 3,5 décades exploitables. Or la gamme de signaux que nous observons 
entre les cellules non transfectées (autofluorescence) et les plus forts expresseurs est proche 
de 5 décades. Aussi pour l’acquisition des données sur FACS Calibur, deux lectures sont 
effectuées avec des réglages de sensibilité des détecteurs de fluorescences différents afin de 




couvrir l’ensemble des niveaux d’expression. Le cytomètre en flux GUAVA permet une 
quantification des signaux sur 5 décades ce qui permet une acquisition en une seule lecture 
de l’ensemble des niveaux d’expression. Le GUAVA n’utilise pas le même système de 
fluidique que le FACS Calibur. Son système est plus simple et repose sur le passage des 
cellules dans un capillaire situé devant le faisceau laser, la circulation des cellules étant 
assurée par une seringue motorisée. En contrepartie d’une fluidique beaucoup plus simple, 
le profil de diffusion est moins propre du fait de la présence du capillaire et d’une moins 
bonne séparation entre cellules. Néanmoins, malgré ces différences techniques, le GUAVA 
est plus facile d’utilisation et suffisant pour nos analyses. C’est pourquoi il est utilisé pour la 
majorité des résultats acquis dans cette étude.  
 
Acquisition 
Pour l’analyse des données acquises deux logiciels ont été utilisés. Le logiciel Weasel (Walter 
and Eliza hall Institute, Melbourne) pour les données obtenues par le FACS Calibur et le 
logiciel Incyte GuavaSoft pour les données du GUAVA. Dans les deux cas, l’analyse est menée 
de la même manière avec tout d’abord une sélection sur la diffusion qui permet d’éliminer 
les cellules mortes, les débris et les agrégats. En général au moins 80% des évènements sont 
retenus et les valeurs finales ne varient pas fortement en fonction du choix de la sélection 
sur le profil de diffusion. Dans l’analyse de base, l’expression moyenne est obtenue à partir 
des valeurs moyennes globales de la fluorescence obtenues dans les canaux GREEN-B et 
YELLOW-B (FL1 et FL2 pour le FACS Calibur). En fonction du contexte, d’autres analyses ont 
été effectuées avec des sélections ou seuils pour exclure certaines sous-populations.  
 
Compensation 
Le réglage de compensation est défini en utilisant des cellules transfectées uniquement avec 
le vecteur pCMV GFP ou pCMV DsRed afin de mesurer le passage d’une fluorescence dans 
l’autre. Le pourcentage de passage d’une fluorescence dans l’autre va dépendre du 
cytomètre utilisé (du fait des paramètres physiques comme les longueurs d’onde 
sélectionnées par les filtres) mais aussi du réglage de la sensibilité des détecteurs). Dans nos 
expériences pour le FACS Calibur, le passage de signal GFP dans le canal DsRed est d’environ 
20% tandis que l’inverse, le passage de la DsRed dans le canal GFP est de 2%. Pour le GUAVA, 




le passage de la GFP dans le canal DsRed est de 7,4% alors que l’inverse est de 2,2%.  
Une difficulté majeure rencontrée dans nos expériences vient de l’impossibilité d’effectuer 
une compensation qui soit efficace pour tous les niveaux d’expression. Dans le cas du FACS 
Calibur le manque de linéarité des détecteurs est flagrant et seule une compensation 
« locale » est réellement possible (sur une décade). Les performances du GUAVA, appareil 
plus récent, sont un peu meilleures et permettent une compensation régionale (sur trois 
décades). Néanmoins, il n’est pas possible d’avoir une compensation qui permette de traiter 
correctement l’ensemble du spectre d’expression observé dans nos cellules. Ce défaut des 
cytomètres n’a pas encore été complétement corrigé même dans les appareils les plus 
récents du fait qu’il n’ont pas été conçus pour faire des analyses quantitatives mais 
qualitatives afin d’identifier des différences d’expression sans que la valeur de cette 
différence constitue un enjeu. De plus, lors des expériences de transfection transitoire nous 
observons une distribution de fluorescence sur cinq décades ce qui représente 
probablement une situation extrême par rapport aux niveaux d’expression des gènes 
cellulaires.    
2.2 – Analyse en trois couleurs : GFP,  DsRed et Nir 
 
Pour la présence d’un contrôle externe au silencing ou un contrôle d’expression en 
transitoire, la construction pCMV Nir a été utilisée. Les cellules sont alors analysées au 
cytomètre de flux en utilisant le canal Red-R (661 ±15nm) sur le GUAVA ou FL4 (675 ±12nm) 
sur le FACS Calibur. L’excitation de la protéine fluorescente Nir (excitation max : 605nm ; 
émission max : 670nm) par le laser 642nm présent sur les deux cytomètres est peu efficace. 
Le passage de Nir ne se fait que dans le canal DsRed et reste modéré. Les valeurs de 
compensation sont de 6% de passage de Nir dans le canal DsRed sur le FACS Calibur et de 
0.2% sur le GUAVA.  
III– Biologie moléculaire 
 
1– Les plasmides  
Tous les plasmides rapporteurs sont produits dans la souche bactérienne Library Efficiency 
DH5α (Invitrogen) et purifié avec le Kit Nucleobond Xtra Midi de Macherey-Nagel.  




1.1 – Les constructions pBiFluo et dérivés  
Le vecteur pBiFluo a été élaboré à partir du vecteur pBiFluo-Glo (Fig. M1a) initialement 
construit par Maria Antonietta Buccheri. Celui-ci avait été obtenu par l’intégration dans un 
plasmide contenant un promoteur bidirectionnel régulé par la tétracycline (pBi, Clontech), 
des séquences codant la DsRed Express (Clontech) et d’un gène de fusion entre l’EGFP et la 
β-Globine de lapin (contenant les deux introns). La digestion du plasmide pBiFluo-Glo par 
BglII a permis de libérer la région β-globine et c’est la re-circularisation du plasmide sur lui-




Figure M1 : Carte des plasmides pBiFluo-Glo (a) et pBiFluo (b) 
Le site de l’enzyme de restriction BglII utilisé pour déléter la région β-Globine et créer pBiFluo est affiché sur la carte. Carte 
obtenue via le logiciel Clone manager (Sci Ed Central). 
L’EGFP diffère de la protéine initiale de méduse (Aequorea victoria) par deux mutations 
(F64L et S65T) qui améliorent son repliement et augmente le rendement de fluorescence 
tout en déplaçant le spectre d’excitation vers des valeurs proches de celles des instruments 
habituellement utilisés (de 395nm à 488nm). La DsRed est une protéine tétramérique issue 
d’un corail (Discosoma) capable de fluorescer dans le rouge. Comme pour la GFP sauvage, le 
repliement de la DsRed est lent et peu efficace ce qui peut être en partie contourné par 
l’introduction de mutations. La DsRed express est un variant qui a une maturation plus 




rapide dans les cellules de mammifère. Néanmoins, son expression sous forme fonctionnelle 
reste plus lente que celle de la GFP.  
Le promoteur bidirectionnel qui contrôle l’expression des plasmides de la série pBiFluo ainsi 
construits contient deux promoteurs pTRE identiques régulés par la tétracycline (ou la 
doxycycline). Chaque promoteur pTRE consiste en une séquence promotrice CMV minimal 
(PminCMV) et une séquence régulatrice TRE (Tet Response Element) en amont qui régule 
l’activité du premier (Fig.  M2). La séquence TRE induit la transcription du gène contrôlé par 
le promoteur pTRE (dans notre cas EGFP ou DsRed) quand le transactivateur protéique s’y 
fixe. Dans les lignées cellulaires Tet-On, qui expriment constitutivement le transactivateur 
rtTA, l’expression des plasmides pBiFluo et dérivés est induite par la doxycycline (DOX) car sa 
fixation sur rtTA permet à ce dernier d’interagir avec la séquence TRE, comme présenté dans 




Figure M2 : Schéma du système d’expression Tet-on 
De cette construction pBiFluo dérive plusieurs autres constructions. En premier lieu des constructions monochromes issues 
de l’excision de la GFP donnant ainsi pBiRed. Mais aussi via l’excision de la séquence DsRed et son remplacement par les 
séquences GFP, Nir ou DsRed en orientation antisens pBiRed antisens, pBiNir sens, pBiNir antisens et pBiGFP antisens (Fig. 
M3). C’est ainsi qu’ont été créées les constructions antisens sous dépendance du promoteur inductible à la tétracycline.  
 





Figure M3 : Carte des constructions monochromes et antisens dérivées du pBiFluo 
Carte uniquement de 3 constructions issue de pBiFluo, pBiRed sens, pBiGFP sens et pBiGFP antisens 
 
C’est également à partir de la construction pBiFluo qu’a été réalisée la construction pBiRed 
sens GFP antisens utilisée en particulier pour les clones stables pour suivre l’expression de la 
construction antisens. Cette dernière est le produit de l’excision de la GFP de pBiFluo puis la 
réinsertion de cette même GFP mais cette fois-ci en orientation antisens par rapport au 
promoteur(Fig. M4).  
 
Figure M4 : Carte des constructions pBiRed sens GFP antisens  
1.2 – Les constructions indicatrices CMV  
 
Contrairement aux constructions pBi, les constructions CMV vont toutes être monochromes. 
En suivant la même méthode, les constructions sous dépendance du promoteur constitutif 
CMV ont été réalisées à partir du plasmide commercial pNirFP-N (Evrogen), aussi appelé 
pCMV Nir sens. Les variants GFP, DsRed et antisens pour les différents gènes de protéines 
fluorescentes ont été créés en délétant la séquence codant la protéine Nir et en y insérant 
les séquences en sens ou antisens (Fig. M5). 





Figure M5 : Carte des constructions pCMV  
Carte de 3 constructions. pNirFP-N et les deux constructions dérivées pCMV GFP sens et antisens 
1.3 – La construction pStan 
 
Pour la recherche d’un silencing en cis par un ARN antisens, la construction pStan a été 
réalisée. La construction pStan est issue du plasmide pBiRed sens linéarisé entre la séquence 
codant la DsRed et la séquence de polyadénylation dans laquelle a été inséré un fragment de 
la construction pCMV GFP sens comportant la séquence codante de la GFP et le promoteur 
pCMV (Fig. M6). L’insertion de ce fragment est fait en orientation antisens avant de réaliser 
une construction pCMV GFP sens DsRed antisens pBi qui, en présence de doxycycline dans 




Figure M6 : Carte de la construction pStan et des constructions dont il y est issu 
 Sur les cartes de pBiRed sens et pCMV GFP sens, les sites des enzymes de restriction utilisés pour la linéarisation de pBiRed 
sens (SalI) et l’excision du fragment pCMV GFP sens (AflIII et HpaI) sont mentionnés.  
 
 




1.4 – Le Binding Element PRC2 
 
Pour tester si le recrutement d’un complexe modificateur de la chromatine pouvait 
augmenter l’effet de l’action de l’antisens, un élément permettant ce recrutement a été 
ajouté à plusieurs constructions comme pBiRed sens GFP antisens ou pStan. La séquence 
utilisée est basée sur les travaux de l’équipe de Shankar Balasubramanian qui a mis en 
évidence la séquence minimale permettant le recrutement du complexe PRC2 de l’ARN non 
codant HOTAIR (Wu et al, 2013). Cet élément a été introduit sous forme d’oligonucléotides 
(Eurogentec) en la flanquant de sites de restriction (Fig. M7).  
 
Figure M7 : Séquence de l’élément de recrutement du complexe PRC2 
 La séquence de l’élément issue de l’article de l’équipe de S. Balasubramanian apparaît en rouge. Les séquences en vert 
correspondent aux séquences permettant la création du site pour l’enzyme de restriction AflII et les séquences en bleu 
correspondent aux séquences permettant la création du site pour l’enzyme de restriction PfoI.    
 
2 - Les siARNs 
 
Dans notre travail, plusieurs siARN ont été utilisés pour inhiber l’expression de cibles 
d’intérêt. Les siARN sont synthétisés chimiquement par MWG Biotech ou Eurogentec et 
fournis lyophilisés sous forme double brin. Les siARN sont mis en solution à une 
concentration finale de 100 µM (solution stock) dans une solution contenant 100 mM de sel 
comme le siMAX 1X (MWG / Operon). Pour les transfections on utilise comme source une 
solution à 10 µM ou moins si nécessaire, afin de pouvoir mesurer la quantité nécessaire de 
manière précise ; typiquement l’ajout de 1 µL de solution siARN à 10 µM dans le mélange de 
transfection d’un puits d’une plaque de 12 puits (2 mL de milieu de culture) donne une 
concentration finale de 5 nM. La notion de concentration est utilisée ici par simplicité pour 
définir la quantité de siARN utilisée mais n’a pas de signification réelle puisque dans la 




plupart des techniques de transfection, les acides nucléiques sont sous forme d’agrégats et 
non d’une solution homogène et que l’on ignore l’efficacité de transfection des cellules.  
 
Tableau 1 : Description des siARNs utilisés  
Nom du siARN Espèce Source 
Nature de la 
cible 
Séquence (5’  3’) 
siCD9 Souris équipe ARNm UUCUCUUGCUCGAAGAUGC 






siPKR Homme Nejepinska et al, 2012 ARNm GCGAGAAACUAGACAAAGU 






















3 - Extraction des ARNs et RT-qPCR 
 
3.1– Extraction des ARNs 
 
Pour l’extraction des ARNs analysés en RT-qPCR, nous utilisons et suivons le protocole du 
RNeasy Mini Kit de Qiagen. Le protocole est réalisé en utilisant des boîtes de 60 mm 
ensemencées à 4.105 cellules 72h plus tôt en présence ou absence de doxycycline.  
 
 




3.2 – Reverse transcriptase 
 
Pour l’analyse des ARNs en qPCR, il est nécessaire que les ADN complémentaires de ces 
derniers soit obtenus par reverse transcriptase. Pour réaliser cela, il est utilisé le High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de Applied Biosystems. Pour chaque échantillon 
d’ARN extrait réverse transcrit, un témoin négatif sans reverse transcription est effectué 
pour les analyses en qPCR. De façon standard, la reverse transcriptase est réalisée avec les 
Random Primers fournis avec le kit.  
Néanmoins, dans le cas de l’étude de pStan une reverse transcription spécifique a été faite 
pour différencier dans l’analyse les transcrits GFP sens issus du promoteur CMV et antisens 
issus du promoteur pBi.  
Séquences des primers utilisés pour reverse transcription spécifique : 
Primer RT transcrit pCMV  5’ – GCTACCGGACTCAGATCCAC – 3’ 
Primer RT transcrit pBi     5’ – ACTCAGATCTCGAGCTCAAG – 3’ 
3.3 – Analyse par qPCR 
 
Les PCR en temps réel ont été effectuées dans un appareil Light Cycler (Roche) dans un 
volume final de 10 µL en utilisant le SYBR green comme agent intercalant. Les réactifs utilisés 
sont ceux du « kit Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (2X) » (Fermentas). Le « master 
mix » contient la Maxima® Hot Start Taq DNA polymérase, le SYBR® Green I et les dNTPs 
dans un tampon PCR optimisé. Selon le protocole de Fermentas, on distribue 8 µL/capillaire 
du mélange commun sont distribués auxquels sont ajoutés 2 µL de l’ADNc (produit de 
transcription inverse non dilué) dans le capillaire. Les capillaires sont centrifugés à 800 
tours/min pendant 20 secondes.  
 
Le protocole standard de qPCR est le suivant : 
- Pré-incubation 95°  10 min 
- 40 cycles d’amplification 
o 95°  15 secondes 
o 51°  30 secondes 
o 72°  30 secondes  
- Courbe de fusion après le dernier cycle  




L’analyse des données est faite en utilisant la dérivée seconde de la fluorescence pour 
définir le cycle auquel émerge le signal (cycle du seuil « Ct »). 
 
 Tableau 2 : Primer utilisé pour RT-qPCR  
Nom du primer Séquence (5’  3’) 
Commun pCMV CTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCGT 
Commun pBi GGCCGCTCTAGAACTAGTGG 
Commun pBiRedGFP as CTCGTTTGGGATGGGTACAG 
GFP sens ACCTTGTGGCCGTTTACGTC 
 
Un seul primer GFP sens est utilisé car la détection de l’antisens dans les clones HEK pBiRed 
sens GFP antisens est possible avec le couple de primer Commun pBiRedGFPas et primer 
GFP sens du fait que le primer Commun pBiRedGFPas se situe en antisens entre la partie 
codante GFP et la séquence de polyadénylation. Dans le cas de pStan, l’antisens est détecté 








Afin de comprendre et décomposer au mieux les mécanismes d’action des ARN antisens, la 
stratégie adoptée est d’utiliser un modèle totalement artificiel et simple que l’on pourra 
complexifier par la suite. Ce modèle est composé de constructions indicatrices permettant 
l’expression de protéines fluorescentes.  Le contexte « antisens » est réalisé par l’inversion 
de l’orientation du cadre de lecture permettant ainsi la formation d’un ARN antisens 
complémentaire de l’ARN messager de la protéine fluorescente en question. Pour pouvoir 
suivre l’expression de l’antisens, cet ARN antisens complémentaire a aussi été introduit en 
aval de la région codante d’une autre protéine fluorescente. Ces constructions 
indépendantes permettent d’explorer les possibilités d’une régulation en trans, tandis que le 
contexte en cis nécessite des constructions spécifiques avec une transcription convergente. 
 
Une première partie du travail a été réalisée en transfection transitoire afin de s’affranchir 
du contexte génomique et au moins en partie de l’organisation de la chromatine tandis que 
dans un deuxième temps la régulation de l’expression de ces constructions a été étudiée 
après intégration dans le génome. 
1 – Effet en transitoire 
 
  1.1– Première observation de l’effet d’un antisens  
 
Mes premières expériences ont utilisé comme «  cible » la construction indicatrice pBiFluo 
qui exprime les deux protéines fluorescentes GFP et DsRed sous le contrôle du promoteur 
bidirectionnel régulé par la tétracycline. Cette construction a été co-transfectée avec un 
vecteur d’expression pour l’ARN GFP antisens (Fig. 17). Sur les valeurs moyennes de 
fluorescence on observe une diminution de plus 80% de la fluorescence GFP par rapport au 
contrôle (un vecteur d’expression d’organisation similaire et permettant d’exprimer la 
protéine fluorescente BFP – qui n’est pas excitable dans les cytomètres que j’ai utilisé). 
Grâce à l’analyse par cytométrie, on peut observer que l’ensemble de la population des 
cellules exprimant la GFP ne réagit pas de la même façon à la présence de l’antisens (Fig. 





les forts et les faibles expresseurs de la GFP. Ainsi, alors que les faibles expresseurs se 
déplacent au niveau de l’autofluorescence, les plus forts expresseurs eux se déplacent au 
niveau des moyens expresseurs ce qui conduit à un épaulement. Cela suggère que l’efficacité 
du silencing (et peut-être le mécanisme sous-jacent) diffère en fonction du niveau 
d’expression. 
                      
Figure 17 : Effet d’une construction antisens sur une construction sens en transfection transitoire 
Expériences réalisées par transfection au phosphate de calcium des cellules HEK 293 3G Tet-on (0,25 µg de chaque 
plasmide pour un puits d’une plaque 12 puits) et analyse 48h après transfection en cytométrie en flux (GUAVA). (a) 
Présentation schématique des constructions utilisées. Les résultats de l’analyse par cytométrie en flux sont présentés sous 
forme de nuage de points où chaque point correspond à la fluorescence d’une cellule. L’axe X représente le canal de 
détection de la GFP et l’axe Y le canal de détection de la DsRed. (b) Histogrammes de distribution des cellules selon 
l’intensité de fluorescence. La courbe rouge représente la condition sans la construction « antisens » et la courbe bleue 
représente la condition avec la construction « antisens ». (c) Histogrammes des valeurs moyennes de fluorescence pour les 
deux fluorescences GFP et DsRed dans les deux conditions avec et sans la construction « antisens ».  
 
 
Le fait marquant de cette expérience préliminaire a été que sur cette cible bi-fluorescente, 
l’expression de la DsRed est tout aussi affectée par la présence de l’antisens que la cible 
directe GFP. Bien que les gènes de la GFP et de la DsRed soient faiblement apparentés un 
effet antisens direct du transcrit GFPas sur la DsRed est improbable et peut être exclu par 





fluorescentes est sous le contrôle du même promoteur, l’observation d’un « co-silencing » 
de la DsRed pouvait suggérer que le transcrit antisens de la GFP avait un impact au niveau 
transcriptionnel. Compte tenu du caractère transitoire de l’expérience et de l’absence de 
séquence spécifique recrutant des acteurs de la régulation transcriptionnel sur le transcrit 
antisens, une telle régulation au niveau transcriptionnelle était inattendue mais aurait pu 
refléter une régulation forte liée aux niveaux d’expression très élevés des transcrits sens et 
antisens dans les cellules les plus faciles à analyser – les forts expresseurs.  
  1.3 – Un effet transcriptionnel de l’antisens ?  
 
Pour tester cette hypothèse, le même type d’expérience a été faite mais cette fois-ci en 
constructions séparées. En plus de la co-transfection avec une construction sens et antisens 
une construction contrôle exprimant une autre protéine fluorescente est ajoutée. Celle-ci ne 
devrait pas être affectée par une régulation transcriptionnelle liée à une action de l’antisens 
sur sa cible directe. Dans le cas présenté en figure 18, le contrôle est la construction pBiGFP 
sens avec laquelle on co-transfecte soit pBiNir sens soit pBiNir antisens soit le couple sens / 
antisens. Comme dans toutes les expériences de co-transfection la première observation est 
une compétition entre plasmides qui se traduit par une diminution de l’expression ici 
clairement visible sur pBiNir. Comme ces plasmides ont le même promoteur on peut 
supposer qu’il s’agit d’une compétition pour le transactivateur tétracycline. Néanmoins, 
d’autres interactions plus complexes semblent possibles car la co-transfection de trois 
plasmides n’augmente pas le phénomène. En présence d’une construction antisens on 
observe une diminution de l’expression de la cible directe (Nir) mais aussi de la construction 
contrôle (GFP). Ce silencing sur la construction contrôle pBiGFP sens n’est pas dû à un effet 
de la construction antisens Nir et nécessite le couple sens/antisens. Il est donc probable que 
la formation du duplex sens/antisens est indispensable pour la mise en place de cette 
régulation. Il est possible que l’effet observé dépende d’un mécanisme spécifique du 
promoteur qui dans cette expérience est commun à toutes les constructions. Cependant, le 
même type de réponse a été observé en présence de constructions avec différents 
promoteurs. Ceci nous a orienté vers d’autres mécanismes qu’une régulation 







Figure 18 : Effet de la construction antisens sur une construction sens et un contrôle avec 
construction séparée  
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (FACS Calibur). Présentation de l’expérience et histogramme des valeurs moyennes de 
fluorescence obtenues après analyse en cytométrie en flux. Transfection de 5 combinaisons différentes de plasmides 
présentées en abscisse de l’histogramme.  
 
  1.4 – Etude de la réponse non spécifique PKR-dépendante 
 
L’expression d’ARN double brin, pour autant qu’ils soient présents dans le cytoplasme, est 
susceptible d’induire une réponse de type interféron. Des travaux menés par l’équipe de 
Petr Svoboda ont montré récemment une activation partielle de la voie interféron 
impliquant la protéine kinase PKR en réponse à l’expression d’un ARN double brin de grande 
taille (Nejepinska et al, 2014). Leurs résultats sont similaires à ceux présentés ici et montrent 
que la présence d’ARN double brin induit le silencing d’une construction indicatrice co-
exprimée en transitoire. L’activation de la protéine PKR par la présence d’un duplex d’ARN 
dans ce modèle transitoire pourrait donc expliquer les réponses non spécifiques observées. 
Pour inhiber la protéine kinase PKR, deux types d’inhibiteurs ont été utilisés. L’inhibiteur 
chimique C16 (Jammi et al, 2003) et un siARN ciblant PKR (Nejepinska et al, 2014). 
 
1.4.1 – Inhibition de PKR par l’inhibiteur chimique C16 
 
L’inhibiteur chimique C16 est un dérivé de l’imidazole-oxidole qui a comme propriété de 





molécule bloque donc l’autophosphorylation de la protéine PKR et en conséquence son effet 
inhibiteur de la traduction.  
 
Figure 19 : Effet de l’inhibiteur chimique de PKR, C16  
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide et analyse 48h après 
transfection au phosphate de calcium en cytométrie en flux (GUAVA). Ajout de l’inhibiteur C16 le jour de la transfection. (a) 
Profil de fluorescence des cellules transfectées par le plasmide pBiFluo en présence ou absence de l’inhibiteur. (b) Dose 
réponse de l’inhibiteur C16 (0, 100 nM, 200 nM et 500 nM), test réalisé sur la transfection du plasmide pCMV Nir seul. 
 
 
Les premiers tests réalisés avec cet inhibiteur se sont montrés peut concluants. A la 
concentration conseillée par le fournisseur (1 µM), l’expression des constructions et la 
viabilité des cellules sont très fortement diminuées (Fig. 19a). Pour déterminer la dose 
d’inhibiteur adéquat pour réaliser ces tests, une dose réponse d’inhibiteur a été faite sur des 
simples transfections à des doses croissantes d’inhibiteur allant de 0 à 500 nM (Fig. 19b).  
A faible dose (100 nM ou 200 nM), on observe une forte augmentation de l’expression de la 
construction pCMV Nir transfectée, tandis qu’à 500 nM une diminution de l’expression est 
associée à une baisse de la viabilité. Ces données suggèrent que PKR pourrait être impliquée 
dans le niveau de base d’expression des plasmides transfectés. Ceci va dans le sens d’autres 
travaux réalisés par l’équipe de Petr Svoboda qui montrent que les constructions 
plasmidiques habituelles génèrent de nombreux transcrits convergents issus de promoteurs 
cryptiques présents dans la séquence des plasmides. Ceci conduit à  une inhibition du niveau 
basal de l’expression (Nejepinska et al, 2012). On peut penser que cette inhibition par des 
transcrits « illégitimes » participe aussi aux effets de compétitions entre plasmides dans les 
expériences de co-transfection. L’inhibition de la protéine PKR semble permettre une levée 
de ces mécanismes et donc une augmentation de l’expression des constructions 






Figure 20 : Effet de l’inhibiteur chimique de PKR, C16, sur le silencing par un antisens 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). L’inhibiteur de la protéine PKR est ajouté le jour de la transfection et maintenu 
lors du changement de milieu 24h après transfection. Les histogrammes représentent les valeurs moyennes de 
fluorescence dans chacune des conditions avec ou sans construction antisens en présence ou non de l’inhibiteur de la 
protéine PKR. Les tableaux représentent le pourcentage de diminution d’intensité de fluorescence entre les conditions avec 
et sans la construction antisens. Pour une meilleure visualisation des données, les valeurs de fluorescence de la DsRed et 
Nir sont multipliées respectivement par 6 et 4.  
 
 
Afin de déterminer si l’ajout de cette construction « antisens » permet de déclencher un 
silencing non spécifique PKR-dépendant, l’inhibiteur chimique C16 a été testé dans des 
conditions de silencing par un antisens. Ces derniers résultats sont comparés aux mêmes 
conditions sans l’inhibiteur (Fig. 20). En absence d’inhibiteur (Fig. 20), on retrouve les 
données déjà observées avec la présence d’un fort silencing sur l’expression de l’ensemble 
des constructions co-transfectées, aussi bien la cible directe de l’antisens (DsRed), que les 
contrôles (GFP et Nir). En présence de l’inhibiteur, on s’aperçoit que les niveaux d’expression 





cela pour toutes les fluorescences. Cependant, si l’on observe les valeurs du silencing celle-ci 
diminuent de 20% pour la cible directe comme pour les cibles indirectes. Il est donc possible 
que PKR soit impliquée dans le silencing non spécifique induit par l’expression d’un antisens. 
Cette conclusion est cependant fragile puisque dans ces expériences l’inhibiteur C16 a un 
fort impact sur la viabilité des cellules et sur l’efficacité de la transfection. Une explication 
alternative serait que la diminution du silencing soit due à transfection moins efficace de la 
construction antisens.  
La forte toxicité sur les cellules de C16 et son effet sur l’efficacité de la transfection ne 
permettent donc pas de conclure sur l’implication de PKR dans les réponses observées.  
 
1.4.2 – Inhibition de PKR par l’utilisation d’un siARN 
 
L’utilisation d’un siARN ciblant le transcrit PKR va permettre moins de toxicité cellulaire et de 
ne pas perturber la transfection. Toutefois, l’inhibition permise par cette approche est 
potentiellement moins complète car elle dépend de l’efficacité du silencing induit par le 
siARN et de l’efficacité de transfection. Il est important de noter que des travaux réalisés 
précédemment dans l’équipe ont montré la possibilité d’induire un silencing par siARN dans 
pratiquement toutes les cellules, du moins dans le modèle utilisé ici des cellules HEK 293 tet-
on transfectées au phosphate de calcium. La séquence choisie pour cibler la PKR a été 
dérivée de la séquence de l’ARN en tige-boucle utilisée par l’équipe de Petr Svoboda 
(Nejepinska et al, 2014). De la même façon que pour l’inhibiteur chimique C16, le siARN 
ciblant le transcrit de la protéine PKR est ajouté au mélange de transfection avec ou sans 
construction antisens (Fig. 21). En l’absence de construction antisens, l’inhibition de 
l’expression de PKR conduit à une augmentation de l’expression des plasmides transfectés 
visible sur les nuages de points (Fig. 21a) et quantifiable par les valeurs moyennes de 
fluorescence (Fig. 21b). Cette augmentation d’environ 2,5 fois est similaire pour la GFP et la 
DsRed. A l’opposé de cette implication de la PKR dans l’expression de base des plasmides, le 
silencing induit par la présence d’une construction GFP antisens n’est pas affecté que ce soit 
sur sa cible directe (GFP, silencing  ~ 2x) ou sur le contrôle DsRed (silencing ~ 2x). Même si 
l’on prend en compte un silencing potentiellement incomplet de la kinase PKR, cette 





l’expression d’un antisens suggère que ce dernier ne dépend pas de manière critique de la 
voie PKR. Ce résultat est différent de celui observé par l’équipe de P. Svoboda mais il 
convient de noter que les ARN double brin ne sont pas produits de la même manière dans 
les deux modèles. En effet, dans les expériences de P. Svoboda c’est le transcrit lui-même 
qui contient une longue répétition inversée de séquence qui génère un ARN double brin 
intramoléculaire, à l’image de ce qui a été proposé pour la régulation de l’expression de 
l’interféron gamma par PKR  (Cohen-Chalamish et al, 2009). Dans les expériences décrites ici 
les transcrits sens et antisens sont générés indépendamment et potentiellement à partir de 
sites de transcription différents, ce qui peut limiter la formation d’ARN double brin ou les 




























Figure 21 : Effet du siARN ciblant PKR sur le silencing par un antisens 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). Le siARN est transfecté dans le même mélange que les plasmides à la dose de 5 
nM. (a) Profils de diffusion des cellules transfectées par les constructions plasmidiques dans les conditions sans et avec la 
construction antisens. Test fait avec le siARN contrôle siCD9 (ciblant le transcrit du récepteur CD9 murin) ou avec le siPKR. 
(b) Histogramme représentant les valeurs moyennes de fluorescence pour la GFP et la DsRed pour chacune des conditions 





  1.5 – Etude de l’effet d’un ARN antisens exprimé en cis 
 
Pour se rapprocher de l’activité des ARN antisens naturels (cisNAT), une construction 
permettant la formation d’un ARN antisens en cis a été créée. Cette dernière est faite à 
partir d’une construction pCMV GFP sens à laquelle est ajoutée en aval de la GFP la 
séquence codant la DsRed ainsi que le promoteur inductible à la tétracycline pBi positionnés 
en antisens (Fig. 22a). Cela donne une construction pCMV GFP sens DsRed antisens pBi qui 
pour simplifier est appelée pStan. Dans ce contexte, l’ajout de doxycycline va induire 
l’expression d’un transcrit « DsRed sens GFP antisens » dont le niveau d’accumulation dans 
le cytoplasme pourra être suivi via l’expression de la DsRed. Afin de maximiser le 
recouvrement entre les transcrit sens et antisens, les sites de polyadénylation ont été placés 
au-delà des promoteurs des gènes transcrits en antisens. Le premier test fait sur cette 
construction a  été sa transfection en cellules HEK 293 Tet-on 3G en présence ou absence de 
doxycycline pour induire l’expression de l’antisens en cis. Les données de la figure 22b 
montrent qu’en présence de doxycycline l’expression de la GFP est affectée avec une 
diminution de presque dix fois pour les forts expresseurs (Fig. 22b histogramme). Ce qui 
montre un effet de l’antisens sur l’expression de la GFP.  
 
Figure 22 : Effet de l’induction de l’antisens en cis dans la construction pStan 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). L’induction par la doxycycline est faite le jour de la transfection. (a) Schéma de 
la construction plasmidique pStan. (b) Profils de fluorescence et histogrammes obtenus après analyse en cytométrie en flux 
des cellules transfectées en présence ou absence de doxycycline. Sur le nuage de points, la barre située à 3 x 10
3
 sur 





Afin de déterminer si ce silencing est spécifique ou non, comme dans le contexte d’un ARN 
antisens exprimé en trans, une construction contrôle a été co-transfectée (Fig. 23). Mais il 
est apparu que l’expression de la construction pCMV Nir était très faible en présence de la 
construction pStan et ce même en l’absence de doxycycline (Fig. 23a). Du fait de 
l’organisation de la construction pStan, un faible taux de base d’expression du promoteur 
pBi pourrait peut-être suffire à générer de l’ARN double brin compte tenu de la proximité 
spatiale avec les transcrits sens.  
Pour tester cette hypothèse, j’ai délété le promoteur pBi de la construction pStan (Fig. 23b). 
Cette délétion permet en effet une meilleure expression à la fois en GFP mais également de 
la construction contrôle co-transfectée pCMV Nir sens. Cela établit une implication des 
séquences du promoteur pBi dans le silencing observé de la construction CMV Nir. 
Cependant plusieurs mécanismes sont envisageables, en particulier le promoteur pBi étant 
bidirectionnel, il peut aussi générer des transcrits de même polarité que l’ARNm de la GFP 
mais pourrait recouvrir son promoteur. La présence d’un site de polyadénylation en aval de 
pBi (Fig. 22a) devrait fortement limiter l’expression de tels transcrits mais sans 
nécessairement les supprimer complètement. Pour tester si de tels transcrits interviennent 
dans l’expression des constructions transfectées, une linéarisation du plasmide dans le corps 
du plasmide a été effectuée (PvuI, Fig. 22a). La co-transfection du plasmide linéaire avec la 
construction contrôle pCMV Nir sens montre que cette dernière est beaucoup moins 
affectée dans son expression que par le pStan circulaire. Ceci contraste avec l’expression de 
la GFP qui, elle,  reste similaire à celle du pStan circulaire. Ces données laissent à penser que 
les deux expressions ne sont pas soumises au même type de régulation et que pCMV Nir 
sens est soumis à un silencing non spécifique lié à des transcrits originaires du corps du 
plasmide. Le transcrit GFP sens serait, lui, soumis à une régulation plus spécifique par 
l’antisens GFP. Cependant, l’induction de l’expression de la DsRed et donc de l’antisens GFP 
n’induit pas de silencing supplémentaire sur la GFP ni d’effet sur l’expression de CMV Nir 








Figure 23 : Effet de l’expression de la construction pStan sur celle d’un plasmide contrôle (pCMV Nir) 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). L’induction par la doxycycline est faite le jour de la transfection.  (a) Profil de 
fluorescence des cellules transfectées par pStan ou pCMV GFP +/- pCMV Nir. (b) Profil de fluorescence de pStan après la 
délétion du promoteur pBi. Il est co-transfecté avec pCMV Nir comme contrôle. (c) Profil de fluorescence de pStan linéarisé 
par PvuI. Le plasmide linéarisé est co-transfecté avec pCMV Nir en absence ou présence de doxycycline. (d) Histogramme de 
la fluorescence de la GFP pour les cellules transfectées par la construction  pStan linéarisée par PvuI en absence et présence 
de doxycycline.  
 
Afin de clarifier les mécanismes impliqués dans ces différents silencings, j’ai testé 
l’implication de PKR dans l’expression de pStan. Comme discuté plus haut, l’utilisation des 
inhibiteurs chimiques de PKR comme C16 est inadaptée à ces expériences de transfection et 







Figure 24 : Effet de l’inhibition de PKR sur le silencing induit par la construction pStan 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). Le siARN est transfecté dans le même mélange que les plasmides à la dose de 5 
nM. L’induction par la doxycycline est faite le jour de la transfection. Histogrammes des valeurs moyennes de fluorescence 
des cellules après analyse de cellules transfectées en cytométrie en flux. L’histogramme principal présente les données avec 
ou sans le siPKR sur la même échelle. Les deux autres histogrammes présentent les mêmes données mais cette fois-ci sous 
leurs échelles respectives. Pour une meilleure visualisation des données, les valeurs de moyennes de fluorescence DsRed 
sont multipliées par 2 et celles de Nir par 3 sauf dans le dernier histogramme par 12.  
 
Comme pour les plasmides déjà testés, l’inhibition de PKR va induire une augmentation de 
l’expression des constructions transfectées. Ainsi en présence du siPKR, l’expression de 
pStan va être induite d’un facteur 5 (Fig. 24). Cet effet est notablement plus marqué que 
pour la construction pCMVGFP ce qui pourrait refléter la production d’ARN double brin 
même en l’absence d’activation de pBi. Néanmoins, et comme c’était le cas pour les 
constructions dans un contexte en trans, le silencing observé en présence de l’antisens n’est 
pas PKR dépendant (Fig. 24). Ainsi, que l’on soit dans un contexte en cis ou en trans, le 
silencing que permet l’expression d’un long ARN antisens qu’il soit spécifique ou non ne 
semble pas faire appel à un mécanisme PKR-dépendant comme décrit par l’équipe de Petr 





1.6 – Implication de l’ARN interférence ?  
 
Puisque ces constructions sont susceptibles de générer des ARN double brin, il est possible 
que ceux-ci interagissent avec Dicer et ainsi induisent une interférence par l’ARN. Il est vrai 
que cela ne permet pas dans un premier temps d’expliquer la réponse non spécifique 
observée. Néanmoins, notre modèle pourrait induire des réponses qui ciblent aussi le 
plasmide de référence, par exemple si des petits ARN ciblent le promoteur CMV ou les 
régions communes aux différents plasmides. Pour tester cette hypothèse, j’ai utilisé un 
siARN contre l’ARNm d’ Ago2. S’il existe chez les mammifères 4 protéines argonautes, Ago2 
est la seule à posséder une activité endonucléolytique et elle est donc l’acteur majeur du 
silencing sur une cible parfaite. Par ailleurs, j’ai aussi utilisé un siARN ciblant l’ARNm de Dicer 
ce qui devrait bloquer la maturation des ARN double brin en petits ARN indépendamment de 
leur prise en charge ultérieure (Fig. 25). L’efficacité du silencing induit par ces deux siARN a 
précédemment été testée dans l’équipe et est supérieure à 75 % avec un plateau atteint 
pour une dose de 1 nM (la quantité transfectée est ici de 5 nM comme pour toutes les 
expériences en présence d’un siARN).  
Comme le montre la figure 25, l’inhibition de la voie de l’interférence ARN au niveau de Ago2 
ou de Dicer ne modifie que légèrement le niveau d’expression des constructions 
transfectées à la différence du siPKR (diminution d’environ 20 %, à la limite de la 
significativité). De plus, aucune modification du silencing associé à l’expression de l’ARN GFP 
antisens n’est observée que ce soit sur la GFP ou la DsRed. Il est vrai que notre méthode 
pour inhiber la voie de l’ARN interférence par des siARNs n’est pas efficace à 100% mais 
néanmoins celle-ci aurait permis si cette voie était impliquée de constater une diminution du 
silencing. Or il est clair que ce dernier n’est pas affecté fortement ce qui exclut une 







Figure 25 : Effet de l’inhibition de Ago2 et de Dicer sur le silencing par un antisens en transitoire 
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). Le siARN est transfecté dans le même mélange que les plasmides à la dose de 5 
nM. Histogrammes des valeurs moyennes de fluorescence des cellules obtenues après analyse de cellules transfectées en 
cytométrie en flux. Pour une meilleure visualisation des données, les valeurs de moyennes de fluorescence DsRed sont 
multipliées par 3.  
 
L’ensemble des données obtenues montre, que l’expression d’un long ARN antisens en 
transitoire ne donne pas les résultats attendus, que ce soit dans un contexte en trans ou en 
cis. Certes on observe un silencing en réponse à l’expression de l’antisens, mais celui-ci est 
au moins en partie non spécifique et affecte dans des proportions similaires l’expression 
d’une construction contrôle. Il est envisageable qu’un silencing spécifique de séquence et lié 
à l’antisens soit mis en place mais son action est donc masquée par l’importance des 
réponses non spécifiques. Si la production d’ARN double brin est susceptible d’activer une 
réponse de type interféron avec une activation de la kinase PKR et de la RNaseL, nos 
données ne montrent pas d’implication forte de cette voie dans le silencing associé à 
l’expression de l’antisens ; elles confirment par contre un rôle de PKR dans une diminution 
de l’expression des plasmides transfectés. Ce phénomène décrit par le groupe de P. Svoboda 
est attribué à la production de transcrits « illégitimes » en particulier dans les séquences de 
l’ossature plasmidique comme le gène de résistance aux antibiotiques. En générant des ARN 
double brin ces transcrits activeraient de manière globale PKR et ainsi réduiraient 





cependant remarquer que les données disponibles sur l’action de PKR favorisent plutôt un 
modèle d’activation locale par la présence d’une région double brin sur le transcrit à 
traduire. Par ailleurs, plusieurs données montrent qu’il existe une différence de sensibilité 
entre les transcrits issus du génome et ceux issus d’une construction épisomale pour ce type 
de réponse aspécifique impliquant PKR (Terenzi et al, 1999 ; Nejepinska et al, 2014), ce qui 
indique que tous les transcrits présents dans la cellule ne sont pas affectés de la même 
manière. Afin d’explorer plus avant un silencing spécifique induit par l’expression d’un ARN 
antisens, j’ai donc poursuivi mes travaux en dérivant des clones stables exprimant les 
constructions présentées ici en transfection transitoire, dans l’idée que les réponses non 
spécifiques seraient plus faibles. En ce qui concerne le mécanisme des effets non 
spécifiques, les études présentées ici ne permettent pas de conclure mais néanmoins 
excluent que PKR et l’interférence ARN soient des acteurs majeurs.  
 
2 – Effet en clones stables 
 
L’intégration de nos constructions au sein du génome des cellules HEK 293 Tet-on change de 
nombreux aspects du modèle. Certes, après sélection d’un clone, le niveau d’expression 
devient plus homogène, l’intégralité de la population cellulaire exprimant la construction 
contrairement au modèle transitoire où en général de l’ordre de 10% des cellules expriment 
significativement la construction. Néanmoins, l’utilisation de clones stables introduit un 
niveau de complexité supplémentaire puisque l’intégration n’étant pas dirigée, on ignore le 
locus d’insertion de la construction et si son expression se trouve modifiée ou régulée par 
des éléments appartenant à ce locus. Une différence anticipée depuis le début du projet est 
que l’intégration dans le génome doit conduire à l’acquisition d’une conformation 
chromatinienne complète à la différence de la situation rencontrée dans le cadre d’une 
expression transitoire à partir d’épisomes. Un deuxième aspect dont l’importance est 
apparue au cours des essais en transitoire est de diminuer les effets non spécifiques. Ceci se 
base sur l’hypothèse que le silencing non spécifique déclenché par l’expression des 
constructions sens et antisens dans la même cellule se comporte de la même façon que le 
mécanisme PKR-dépendant et d’autres réponses antivirales du même type (Terenzi et al, 





j’ai donc cherché à valider cette hypothèse. Pour cela, des tests ont été faits sur la lignée 
stable HEK Fluo qui est une lignée ayant intégré la construction pBiFluo (GFP et DsRed sous 
la dépendance du promoteur inductible à la tétracycline). Cette lignée a été co-transfectée 
avec un couple de construction sens/antisens pour permettre le déclenchement de la 
réponse aspécifique (Fig. 26). Comme on peut l’observer, l’ajout du couple de construction 
CMV Nir sens/antisens en transitoire n’a aucun effet sur l’expression de la construction 
intégrée. Cela tend à valider notre hypothèse et pose la question de la nature de cette 
réponse non spécifique. En particulier, la capacité de ce mécanisme à distinguer entre les 
transcrits issus d’une construction transitoire et génomique est inattendue et implique qu’ils 
diffèrent par certaines de leurs caractéristiques (couverture protéique, localisation …). 
 Figure 26 : Effet de la réponse non spécifique sur une construction intégrée au génome  
Expériences réalisées dans les cellules HEK Fluo obtenue après intégration de la construction pBiFluo au sein du génome de 
cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après transfection en cytométrie en flux 
(GUAVA). Trois conditions sont ici testées, la transfection de la construction pCMV Nir sens (courbe noire), la transfection 
de la construction pCMV Nir antisens (courbe rouge), la co-transfection des deux constructions pCMV Nir sens et antisens 
(courbe bleue). Les données présentées sont les histogrammes de fluorescence dans les trois canaux (GFP, DsRed ou Nir).  
 
L’élimination de la majorité des effets non spécifiques rend possible l’analyse de l’effet de 
l’expression d’un long ARN antisens. Deux cas de figure sont donc envisagés pour l’analyse 
en clone stable au même titre qu’il a été fait pour l’analyse en transfection transitoire. 





l’analyse en cis où l’antisens s’exprime à partir de la même construction que la cible.  
  2.1 –Silencing en trans d’une construction intégrée 
 
Ayant choisi dans un premier temps d’exprimer l’antisens en trans, il reste une question 
quant à son expression qui peut être faite à partir d’une construction intégrée ou en 
transitoire, et si cela a une importance sur l’activité de l’antisens.  
   2.1.1 – L’effet d’un antisens exprimé en transitoire 
 
L’effet d’un ARN antisens exprimé à partir d’une construction transitoire a été la première 
condition à être testée. Là encore plusieurs choix sont possibles avec l’utilisation de la 
construction sous dépendance d’un promoteur constitutif ou sous la dépendance d’un 
promoteur inductible à la tétracycline. Les deux types de constructions ont été testés pour 
leur effet sur une construction intégrée, ici la lignée HEK Fluo (Fig. 27)  
 
Figure 27 : Effet d’une construction antisens exprimée en transitoire sur une cible intégrée 
Expériences réalisées dans les cellules HEK Fluo obtenues après intégration de la construction pBiFluo au sein du génome 
de cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après transfection en cytométrie en flux 
(GUAVA). Les tests sont réalisés soit en absence d’antisens (Courbe noire) ou avec soit la construction pBiRed antisens 
(Courbe rouge) soit pCMV DsRed antisens (Courbe bleue). Les données présentées sont des histogrammes de fluorescence 






Comme on peut le remarquer Figure 27, l’ajout de la construction pCMV DsRed antisens n’a 
aucun effet sur l’expression de la construction intégrée pBiFluo (GFP/DsRed) et donne le 
même profil que la transfection en absence d’antisens. En ce qui concerne l’autre 
construction antisens, pBiRed antisens, qui est sous dépendance du promoteur inductible à 
la tétracycline, on observe un faible effet de cette dernière sur les deux fluorescences. Mais 
néanmoins cet effet de la construction antisens reste faible et à la limite de la significativité 
(silencing < 20%). 
Une autre observation marquante dans cette expérience est que malgré l’absence d’effet 
significatif sur la cible directe, l’expression de la construction antisens aura un effet 
aspécifique fort sur la construction pCMV Nir sens utilisée comme contrôle. Ainsi, alors que 
l’on ne constate aucun silencing sur la construction intégrée par l’expression de pCMV DsRed 
antisens, on peut remarquer un silencing fort sur l’expression de la construction pCMV Nir 
sens. Le silencing non spécifique déclenché semble donc similaire à celui des expériences 
réalisées en transitoire. Ceci est compatible avec la formation du duplex ARN sens issu de 
l’intégré et antisens issu du transitoire dont on observerait l’activité non spécifique sur le 
contrôle exprimé en transitoire tandis que l’activité sur la cible directe – qu’elle soit 
spécifique ou non – reste très limitée.   
La différence de réponse entre les constructions pCMV DsRed antisens et pBiRed antisens 
trouve peut-être son origine dans la force respective des deux promoteurs. En effet, dans 
notre modèle cellulaire, le promoteur inductible par la tétracycline peut conférer des 
niveaux d’expression plus forts que le promoteur constitutif CMV. Si le niveau d’expression 
de l’ARN antisens est un facteur critique de la réponse, l’association d’une construction 
intégrée (exprimée assez fortement dans toutes les cellules) et d’une construction exprimée 
en transitoire (dont le niveau n’est comparable à celui du sens que dans une faible 
proportion des cellules) introduit un différentiel d’expression qui pourrait masquer la 
réponse recherchée. Pour tester cette hypothèse j’ai réalisé une dose réponse avec une 
quantité croissante de construction pBiRed antisens, allant de 0, 25 µg de plasmide qui est la 
dose habituelle dans nos expériences à 8 fois cette dose, soit 2 µg de plasmide (Fig. 28a). 
Malgré la transfection d’une dose importante de construction antisens, les résultats ne 
montrent qu’un effet faible sur l’expression de la construction intégrée au sein de la 





GFP suggérant qu’il s’agit d’une activité non spécifique. Ainsi, même en tentant de forcer 
l’expression il semble difficile d’observer un silencing significatif dù à l’antisens sur 
l’expression de la construction intégrée.  
 
 
 Figure 28 : Effet de l’expression relative sens / antisens sur le silencing d’une cible intégrée 
Expériences réalisées dans les cellules HEK Fluo obtenus après intégration de la construction pBiFluo au sein du génome de 
cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide ou plus pour la dose réponse et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). L’ajout de la doxycycline au milieu de culture permettant l’expression de la 
construction intégrée est fait le jour de la transfection. (a) Dose réponse avec quantité croissance de plasmide pBiRed 
antisens transfecté de 0 à 2 µg. Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes de fluorescence GFP et DsRed. (b) 
Quatre doses de doxycycline sont testées pour modifier l’expression de la construction intégrée (de 2 ng/mL à 1 µg/mL). 
Ces 4 doses sont testées dans deux conditions soit sans antisens (courbes noires) soit avec la construction pCMV DsRed 
antisens (courbes rouges). Pour chaque dose de doxycycline, la quantité de construction pCMV DsRed antisens est 






Dans la même logique, la construction intégrée étant inductible à la tétracycline, j’ai exploré 
la possibilité de jouer sur la concentration de doxycycline pour faire en sorte que 
l’expression de la construction intégrée soit du même niveau que celle de la construction 
exprimée en transitoire (Fig. 28b). L’idée étant d’analyser si la différence de niveau 
d’expression est vraiment la cause de l’absence d’effet. Cette expérience est réalisée à 
quantité constante de construction pCMV DsRed antisens transfectée. A toutes les doses 
utilisées l’effet de l’antisens reste très faible, même si l’on s’intéresse aux cellules qui 
n’expriment la construction cible qu’à un niveau faible. 
L’expression de l’ARN antisens en transitoire ne semble pas permettre un silencing 
convaincant, du moins sur une cible intégrée. Cette donnée soulève plusieurs questions car 
malgré tout, celui-ci permet la mise en place d’un silencing aspécifique, suggérant la 
formation d’un duplex entre les transcrits sens et antisens. Une possibilité serait que les 
deux transcrits étant d’origine différente, la transcription ne s’effectue pas dans les mêmes 
domaines du noyau, ce qui diminuerait la probabilité de la formation des duplex dans le 
noyau (et donc d’une action spécifique ?) tout en maintenant la possibilité d’une formation 
dans le cytoplasme au moins dans certaines cellules (et donc d’une réponse non 
spécifique ?).  
Une expérience symétrique a été réalisée où, cette fois, l’antisens est exprimé à partir d’une 
construction intégrée tandis que sa cible est exprimée en transitoire (Fig. 29). Ici l’antisens 
est exprimé à partir d’une construction dérivée de pBiFluo où la séquence codante de la GFP 
est positionnée en orientation antisens. Cette construction permet une co-expression de 
l’antisens GFP et de la DsRed sous dépendance du même promoteur et donc de suivre 
l’expression de l’antisens à travers celle de la DsRed. Dans cette expérience, de la même 
façon que pour l’expression de la construction antisens en transitoire, l’expression de l’ARN 
antisens n’a qu’un faible effet sur sa cible (silencing < 20%) à la limite de la significativité. 
Cette donnée confirme bien que la faiblesse de l’effet observé ne vient pas de la différence 
du niveau d’expression puisqu’ici l’expression de la DsRed est observable dans des cellules 
qui expriment tous les niveaux de GFP. L’hypothèse d’une absence de silencing liée à une 
absence d’interaction dans le noyau entre les transcrits issus de loci différents semble donc 
renforcée. Une deuxième observation importante est que dans cette expérience on 





de la construction intégrée) et du sens (issus de l’expression épisomale). Ainsi, il semblerait 
que l’origine de l’ARN antisens soit importante pour la mise en place du mécanisme non 
spécifique. Cela peut être interprété comme un rôle antiviral de ce mécanisme qui va être 
activé en présence d’un ARN antisens d’origine externe au génome mais qui va tolérer cet 
ARN antisens s’il est transcrit à partir du génome. Il est donc nécessaire dans ce cas que la 
cellule soit capable de différencier les deux types de transcrits selon leur origine.  
 
Figure 29 : Effet d’un antisens intégré sur une construction exprimée en transitoire 
Expériences réalisées dans les cellules HEK pBiRed sens / GFP antisens obtenue après intégration de la construction au sein 
du génome de cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après transfection en 
cytométrie en flux (GUAVA). L’ajout de la doxycycline pour l’induction de la construction antisens se fait le jour de la 
transfection. (a) Schéma de l’expérience menée avec la construction pBiRed sens / GFP antisens intégrée et les 
constructions pCMV GFP sens et pCMV Nir sens exprimées en transitoire. (b) Profils de fluorescence obtenus 48h après 
transfection. Les deux profils correspondent aux conditions sans et avec doxycycline qui permet l’expression de la 
construction intégrée. (c) Histogrammes de fluorescence GFP et Nir. On peut y observer pour chacun la comparaison entre 
la condition sans (Courbe rouge) et avec doxycycline (Courbe bleue).  
 
   2.1.2 – L’effet d’un antisens exprimé en intégré 
 
En l’absence d’un silencing spécifique lorsque l’un des transcrits (sens ou antisens) est 
exprimé à partir d’un épisome, j’ai exploré la réponse lorsque les deux transcrits sont issus 
de gènes intégrés. La construction pCMV GFP sens, pour la cible, et la construction pBiRed 





cellules HEK 293 Tet-on et des clones stables sélectionnés. Cela donne un modèle de cellules 
exprimant de manière constitutive la GFP et dans lesquelles l’expression de l’ARN antisens 
GFP peut-être induite par ajout de la doxycycline au milieu de culture. De plus, l’expression 
de l’ARN antisens peut être suivie via l’expression de la DsRed placée sous la dépendance du 
même promoteur.  
 
Figure 30 : Effet d’un antisens intégré sur une construction cible intégrée  
Expériences réalisées dans les cellules HEK pCMV GFP sens pBiRed sens / GFP antisens obtenue après intégration des 
constructions au sein du génome de cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide pCMV Nir sens 
comme contrôle de la réponse aspécifique et analyse 48h après transfection en cytométrie en flux (GUAVA). L’ajout de la 
doxycycline pour l’induction de la construction antisens se fait le jour de la transfection. 
 (a) Schéma de l’expérience menée avec les constructions pCMV GFP sens et pBiRed sens / GFP antisens intégrées et la 
construction pCMV Nir sens exprimée en transitoire. (b) Profils de fluorescence obtenus 48h après transfection. Les deux 
profils correspondent aux conditions sans et avec doxycycline qui permet l’expression de la construction antisens intégrée.  
(c) Histogrammes de fluorescence GFP et Nir. On peut y observer pour chacun la comparaison entre la condition sans 
(courbe jaune) et avec doxycycline (courbe rouge). (d) Histogrammes des niveaux d’expression des transcrits GFP sens et 
antisens, obtenus par RT-PCR quantitative, en absence ou présence de doxycycline dans le milieu de culture. Les contrôles 






La comparaison des données avec et sans doxycycline est présentée Figure 30. Comme on 
peut le constater, l’ajout de la doxycycline va permettre l’expression de l’ARN antisens GFP 
observable à travers l’expression de la DsRed et confirmée par une mesure d’ARN par 
RTqPCR. Néanmoins, malgré cela l’expression de la cible n’est pas clairement affectée par la 
présence de l’ARN antisens. Ainsi, l’intégration des deux constructions sens et antisens dans 
le génome de la cellule ne conduit pas à un silencing spécifique sur la cible directe. Au vu des 
profils de diffusion obtenus en présence de doxycycline, nous serions plus enclins à 
envisager un effet inducteur sur la cible par l’expression de l’ARN antisens. En effet, il est 
étonnant de voir à quel point les fluorescences GFP et DsRed sont corrélées. On retrouve 
ainsi que les forts expresseurs de GFP sont également les forts expresseurs de DsRed alors 
que les deux protéines s’expriment à partir des deux constructions différentes avec des 
promoteurs différents. Ces données montrent une complexité supplémentaire du modèle où 
vraisemblablement l’induction de l’activité du promoteur pBi aura un effet enhancer sur le 
promoteur CMV. Il est plausible que cet effet provient de la stratégie de co-transfection qui 




Figure 31 : Effet d’un antisens intégré sur une construction cible intégrée. Intégration séquentielle  
Expériences réalisées dans les cellules HEK pCMV GFP sens pBiRed sens / GFP antisens obtenues après intégration des 
constructions au sein du génome de cellules HEK 293 3G Tet-on de façon séquentielle. Analyse à 48h en cytométrie en flux 
(GUAVA) après induction de l’expression de l’antisens ou non par ajout de doxycycline au milieu de culture. Les deux profils 
de fluorescence et l’histogramme de fluorescence GFP montrent la comparaison entre les deux conditions.  
 
Pour essayer de diminuer les effets enhancer liés à l’induction de l’expression de l’antisens, 
des clones stables ont été réalisées avec intégration des constructions de façon 





de la GFP et celle de la DsRed sont nettement moins corrélées que dans la Figure 30. Ainsi 
une transfection séquentielle permet de réduire l’effet enhancer lié au promoteur pBi. 
Cependant, malgré cela, l’expression de l’ARN antisens ne permet pas la mise en place d’un 
silencing. On ne distingue aucune différence entre le clone exprimant l’antisens et le clone 
ne l’exprimant pas au niveau de l’intensité de fluorescence GFP.  
 
 
Figure 32 : Cinétique longue pour les clones stables intégrés  
Expériences réalisées sur deux clones stables HEK 293 pCMV GFP sens pBiRed sens / GFP antisens. Pour l’un obtenu par 
intégration séquentielle (clone 6) et l’autre intégration simultanée (clone 20). Analyse en cytométrie (GUAVA) après 3 jours, 
7 jours et 10 jours avec ou sans doxycycline dans le milieu de culture. Dans le cas du clone 20, une analyse supplémentaire 








Nos expériences en clones stables sont jusqu’ici uniquement faits sur des cinétiques courtes, 
la lecture des cellules au cytomètre en flux ayant lieu 48 heures après la transfection et/ou 
l’induction de l’expression de l’antisens. Cette cinétique est suffisante si l’on cherche à 
observer des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle mais pourrait être trop 
courte pour un silencing impliquant un changement d’organisation de la chromatine. A cette 
fin, j’ai suivi l’évolution de l’expression des gènes rapporteurs en présence de l’ARN antisens 
sur une période plus longue (10 jours dans le cas présenté Figure 32). Le maintien sur 
plusieurs jours de ces cellules en milieu de culture avec doxycycline n’a pas d’impact marqué 
sur le profil d’expression. On peut cependant dans certains cas comme le clone 20 de la 
figure 32, observer l’apparition d’une sous-population semblant être mise sous silence de 
façon spécifique (diminution de la GFP en présence d’une forte expression de la DsRed). 
Cette population est identifiée par la région R3 sur la Figure 32 et la proportion de cellules 
soumises à ce silencing augmente progressivement au cours du temps passant de 2,7 à 10,4 
% de J + 3 à J + 10.  L’arrêt de l’induction par la doxycycline ne permet pas de suivre une 
population dans laquelle ce silencing perdurerait au-delà de l’expression de la DsRed. Le 
clone 20 étant un clone réalisé par intégration simultanée des deux constructions, on peut 
se demander si ceci ne joue pas un rôle dans le silencing observé, puisqu’il n’a pas été 
retrouvé dans les clones réalisés en intégration séquentielle. La possibilité d’un effet en cis 
de l’antisens sera étudiée plus loin. 
 
Il se dégage de ces résultats que l’expression de l’antisens n’a pas d’effet significatif sur sa 
cible directe et cela même si les deux constructions sont intégrées. Il semblerait que dans les 
conditions d’une expression en trans d’une construction antisens, la simple complémentarité 
de séquence ne soit pas suffisante pour la mise en place d’un silencing. Il est possible que 
l’ajout de séquence spécifique permettant le recrutement de partenaires protéiques soit 
nécessaire comme c’est le cas dans pour les modèles in vivo tels que HOTAIR, ANRIL ou 










2.1.3 – Effet de l’ajout d’une séquence de recrutement  
 
Les expériences précédentes montrent qu’à elle seule la transcription antisens n’a qu’un 
effet limité sur l’expression du gène « sens ». Comme il a été proposé, et validé 
expérimentalement au moins dans certains cas, que l’action des antisens pouvait passer par 
le recrutement de complexes de modification de la chromatine, j’ai donc modifié la 
construction pStan pour tester cette hypothèse dans le cadre de ce modèle. 
 
Figure 33 : Test du clone stable pBiRed sens GFP antisens PRC2 BE / pCMV GFP  
Le clone stable est réalisé après intégration séquentielle des constructions pCMV GFP sens et pBiRed sens GFP antisens 
PRC2 BE en cellule HEK 293 Tet-on. (a) Représentation schématique du clone utilisé. Les gènes sont présentés sous forme 
de flèches (Rouge = DsRed ; Vert = GFP). Le « PRC2 Binding Element » est présenté sous la forme d’une cassette orange. (b) 
Profils de fluorescence obtenus 48h après induction ou non par la doxycycline de la construction antisens en cytométrie en 
flux (GUAVA). (c) Profils de diffusion des cinétiques longues (J+3 à J+17) en présence ou absence de doxycycline obtenus par 






 Notre choix s’est porté sur la séquence minimale du « PRC2 Binding Element » présente 
dans le long ARN non codant HOTAIR (Wu et al, 2013). Il a été proposé que cette séquence 
permettait le recrutement du complexe Polycomb via une structure secondaire en tige 
boucle. Notre hypothèse est qu’en insérant cet élément dans notre séquence antisens, le 
recrutement du complexe régulateur Polycomb PRC2 sur le transcrit naissant  pourra induire  
un silencing transcriptionnel  du gène sens. 
 Pour tester cette hypothèse, une construction « pBiRed sens GFP antisens PRC2 BE » a été 
réalisée et des clones stables isolés dans les cellules HEK 293 Tet-on (Fig. 33a). Pour éviter les 
effets de transactivation, l’intégration avec la cible pCMV GFP sens a été faite de manière 
séquentielle. Malgré la présence de cette séquence de fixation du complexe Polycomb, 
l’expression de l’antisens ne permet toujours pas un silencing significatif sur la cible GFP (Fig. 
33b). L’ajout au milieu de culture de la doxycycline qui induit l’expression de l’ARN antisens 
ne modifie en rien l’expression de la GFP. Comme pour la majorité des expériences, les 
analyses en cytométrie en flux sont faites à 48 heures après l’induction par la doxycycline. 
Une expérience avec une cinétique plus longue a été réalisée (Fig. 33c). Cependant, même 
après 17 jours de culture en présence de doxycycline, l’effet de l’antisens n’est pas 
observable. Ces données laissent à penser que l’action en trans d’un ARN antisens est 
difficile à mettre en place et nécessite d’autres paramètres. 
2.1.4 – Effet de l’absence de séquence de polyadénylation 
 
Une des différences entre notre ARN antisens et la plupart des situations in vivo est que 
celui-ci est d’une taille modeste et d’une faible complexité. En conséquence, il se pourrait 
qu’il soit transcrit et exporté dans le cytoplasme rapidement et ne reste pas suffisamment 
longtemps à proximité de son site de transcription pour permettre une action sur la 
chromatine. De plus, une telle cinétique pourrait biaiser la réponse cellulaire en favorisant la 
formation d’ARN double brin dans le cytoplasme. Des travaux menés par l’équipe de Nick 
Proudfoot ont montré la possibilité d’induire un silencing sur une cible intégrée par la co-
transfection d’un plasmide sens et antisens, donc via une action en trans (Gullerova and 
Proudfoot, 2012). Leurs données montrent, entre autres, que si la formation du duplex 
d’ARN s’effectue dans le noyau il n’y a pas le déclenchement de réponse aspécifique de type 





séquence de polyadénylation ce qui pourrait favoriser la persistance des transcrits dans le 
noyau.   
J’ai tout d’abord testé l’activité d’une construction pCMV GFP antisens dans laquelle le site 
de polyadénylation (construction « PolyA -») sur le clone stable HEK 293 pCMV GFP sens a 
été délété. En parallèle, j’ai transfecté la construction initiale (pCMV GFP antisens 
« polyA+ ») (Fig. 34a). Cependant, l’antisens PolyA- n’a pas d’effet plus important sur la cible 




Figure 34 : Test de l’effet de l’absence de site de polyadénylation sur le silencing antisens  
(a) Expérience réalisée dans le clone stable HEK pCMV GFP sens. Transfection de 0,25 µg de chaque plasmide. Analyse à 48h 
au cytomètre de flux après transfection. Résultats présentés sous forme d’histogrammes de fluorescence GFP. Expérience 
faite en trois conditions, en absence d’antisens avec le plasmide contrôle pCMV BFP sens (courbe verte), avec la 
construction antisens contenant la séquence PolyA (courbe bleue) ou bien avec la construction antisens sans la séquence 
PolyA (courbe violette). (b) Expérience de transfection transitoire. Analyse à 48h au cytomètre de flux après transfection au 
phosphate de calcium. Transfection de 0,25 µg de chaque plasmide. Résultats représentés sous forme d’histogrammes de 
fluorescence GFP et Nir. Expérience faite en trois conditions, en absence d’antisens avec le plasmide contrôle pCMV BFP 
sens (courbe jaune), avec la construction antisens contenant la séquence PolyA (courbe bleue) ou bien avec la construction 







Puisque la logique de cette approche est de biaiser la rétention nucléaire du transcrit 
antisens j’ai aussi recherché si, en transitoire, l’ARN antisens PolyA- n’induisait pas  de 
réponse aspécifique (Fig. 34b). Mais là encore, l’ARN antisens PolyA- montre un profil 
similaire à l’ARN antisens PolyA+ avec un silencing aspécifique observable sur l’expression de 
pCMV Nir sens. 
Puisque l’absence de site de polyadénylation ne suffit pas à induire un silencing spécifique, il 
est possible que la structure du transcrit cible soit aussi en cause. De fait, le même 
commentaire, petite taille et faible complexité, s’applique aussi bien aux aspects sens 
qu’antisens de nos constructions. C’est pourquoi j’ai aussi utilisé comme cible la construction 
pCMV GFP sens Glo. Cette construction a la particularité d’ajouter à la séquence GFP les 
deux premiers introns et exons de la -globine (Fig. 35a). Cela augmente la taille du transcrit 
GFP et introduit une étape de maturation qui devrait conduire à une présence plus longue 
du transcrit GFP dans le noyau. Les propriétés du transcrit cible sont un paramètre peu 
discuté jusqu’à présent mais potentiellement aussi important que celles du transcrit 
antisens. Dans notre cas, on peut constater que la présence des exons et introns a un effet 
sur l’expression de la construction dont l’expression est plus faible qu’une construction 
pCMV GFP sens standard (Fig. 35a). Ce résultat est inattendu compte tenu du lien général 
entre épissage, transport et traduction des ARN messagers, mais reflète probablement la 
synthèse et l’activité d’une protéine de fusion GFP-globine ; une telle organisation de la 
construction étant indispensable si l’on veut éviter une régulation par la voie NMD 
(Nonsense Mediated mRNA Decay). L’ajout des constructions antisens a donné le même 
type de réponse entre les ARN antisens PolyA+ et PolyA- (Fig. 35a). A la vue de ces résultats, 
on distingue plusieurs types de réponse en fonction des sous-populations concernées. On 
observe un fort silencing de la GFP qui affecte peu une population pure DsRed déjà présente 
dans le profil sans antisens.  La présence de cette sous-population gêne quelque peu 
l’analyse car donne l’impression d’un silencing spécifique GFP plus que d’un silencing non 
spécifique attendu dans ce cas de figure.  
Les données montrent que, globalement, l’absence de site de polyadénylation ne permet 
pas d’induire un silencing spécifique. Cependant, il semble que malgré l’absence de PolyA, 
l’ARN antisens soit capable d’être exporté dans le cytoplasme. Cette observation est 





le cas des ARNm des histones) on s’attendrait à ce que les transcrits polyA- ne soient pas 
exportés. J’ai donc recherché la présence de séquences potentielles de polyadénylation dans 
les constructions antisens PolyA- (Fig. 35b). Comme on peut le remarquer, deux séquences 
potentielles de polyadénylation sont présentes dans le corps du plasmide. Pour éliminer 
l’éventualité que ces séquences puissent jouer un rôle, une linéarisation du plasmide a été  
faite en amont de ces séquences, avant la transfection (Fig. 35c). Mais, même si on peut 
constater une diminution du silencing non spécifique (visible sur la DsRed), ce dernier est 
toujours présent. De plus, un changement similaire est observable sur la cible directe (GFP), 
ce qui indique que l’on n’est toujours pas parvenu à renforcer un silencing spécifique. Aussi, 
une interprétation plausible de ces résultats est que l’effet majeur de la linéarisation est de 




Figure 35 : Test de l’effet d’un transcrit antisens PolyA- sur un transcrit épissé 
(a) Schéma de la construction pCMV GFP sens Glo et profil de fluorescence en présence de pCMV DsRed sens. Profil obtenu 
par cytométrie en flux 48h après transfection, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide. (b) Schéma de la construction 
pCMV GFP antisens PolyA-. Les deux sites SfiI et ApaLI utilisés pour sa linéarisation et également la position des deux sites 
de polyadénylation sont indiqués (marqueurs rouges). (c) Profils de fluorescence obtenus par analyse en cytométrie en flux 
48h après transfection, transfection de 0,25 µg de chaque plasmide. Différentes conditions sont testées en absence ou en 
présence de la construction pCMV GFP antisens linéarisée ou non.  
 





2.1.5 – Effet de l’inhibition de PAF1 
 
Toujours dans l’optique d’augmenter le temps de résidence nucléaire des transcrits, 
l’inhibition de la protéine PAF1 a été testée. PAF1 est une protéine associée à la polymérase 
ARN comme son nom l’indique, « RNA-Polymérase associated Factor 1 ». Elle participe, en 
autres, à l’élongation de la transcription. Chez S. pombe, des travaux sur le silencing 
transcriptionnel médié par les petits ARN ont montré que l’inhibition de PAF1 avait pour 
effet de rendre accessible le transcrit naissant en cours d’élongation. L’absence de PAF1 chez 
S.pombe permet ainsi de mettre en place un silencing transcriptionnel en réponse à des 
petits ARN double brin (Kowalik et al, 2015). J’ai donc testé si l’inhibition de PAF1 dans les 
cellules HEK293 était capable de rendre le transcrit sens naissant accessible à un long ARN 
antisens. Ce test a été effectué en clone stable HEK 293 pCMV GFP sens / pBiRed sens GFP 
antisens avec ou sans la présence de l’élément de recrutement du complexe Polycomb PRC2. 
Comme on le montre la figure 36, aucun effet de l’inhibition de PAF1 par un siARN n’est 
observable. La même réponse est obtenue avec la construction contenant le site de 
recrutement du complexe Polycomb PRC2.  
Ainsi l’inhibition de la protéine PAF1 ne permet pas la mise en place d’un silencing dans 
notre modèle d’ARN antisens exprimé en trans. L’hypothèse la plus vraisemblable est que les 
deux transcrits sens et antisens ne se rencontrent pas dans le noyau mais dans le 
cytoplasme, ne permettant pas un mécanisme transcriptionnel. C’est pourquoi l’étude du 
modèle en cis a été  poursuivie.  
 
 En conclusion, malgré plusieurs tentatives nous n’avons pas réussi à observer la mise en 
place d’un silencing par un ARN antisens exprimé en trans. Une des possibilités évoquées 
dans les travaux sur les ARN antisens est que la probabilité de rencontre entre les ARNs sens 
et antisens soit en général trop faible lorsqu’ils sont transcrits à partir de loci distincts. Leur 
rencontre restant cependant possible dans le cytoplasme du fait de leur temps de résidence 







Figure 36 : Test de l’effet du siPAF1 sur le silencing en trans par un ARN antisens intégré 
(a) Profils de fluorescence GFP/DsRed obtenus par cytométrie en flux (FACS Calibur) 48h après transfection des cellules HEK 
293 pCMV GFP sens / pBiRed sens GFP antisens par le siARN contrôle (siCD9) ou le siPAF1 à une concentration de 5 nM. 
L’ajout ou non de la doxycycline se fait 24h après la transfection. (b) Profils de fluorescence GFP/DsRed obtenus par 
cytométrie en flux (FACS Calibur) à 48h après transfection des cellules HEK 293 pCMV GFP sens / pBiRed sens GFP antisens 
PRC2 BE par le siARN contrôle (siCD9) où le siPAF1 a une concentration de 5 nM. L’ajout ou non de la doxycycline se fait 24h 
après la transfection. 
 
  2.2 –Silencing en cis d’une construction intégrée 
 
L’absence d’un silencing spécifique induit par un ARN antisens exprimé en trans et 
l’observation que, chez les mammifères,  les effets sur les gènes cellulaires sont en général 
attribués à l’expression d’un antisens en cis nous ont donc conduit à nous focaliser sur la 
construction pStan après intégration dans le génome cellulaire.  
 
   2.2.1 – Analyse du silencing dans la construction pStan intégrée 
 
Comme pour l’ensemble des clones stables précédemment réalisés, la construction pStan 
est intégrée dans les cellules HEK 293 Tet-on. Cette construction, déjà décrite dans la partie 
transfection transitoire, permet une expression constitutive de la protéine GFP. C’est l’ajout 
de la doxycycline au milieu de culture qui permet l’induction du promoteur pBi qui va alors 
transcrire un ARN « DsRed sens / GFP antisens ».  
Les données sur l’expression de pStan dans les clones stables sont similaires à celles 





significatif sur la fluorescence GFP (64%). Ici l’expression de la GFP étant plus homogène que 
lors des expressions en transitoire, il est plus facile de suivre le silencing à travers le 
déplacement de l’ensemble de la population. La mise en place du silencing coïncide bien 
avec l’expression de l’ARN antisens comme l’atteste les données de RT-qPCR (Fig. 37b).  
Contrairement aux effets de la construction en transitoire et en accord avec les résultats 
obtenues lors des expériences des constructions antisens intégrées dans un contexte trans, 
l’induction de l’expression de l’antisens par la doxycycline n’affecte pas l’expression du 
contrôle pCMV Nir sens s’exprimant en transitoire. Pour la première fois, dans ce contexte 
de l’expression d’un ARN antisens en cis, il semble possible de mettre en place un silencing 
spécifique sur la cible intégrée.  
Les données présentées ici sont celles du clone 21 HEK 293 pStan.  Cependant, d’autres 
clones ont été analysés. Le clone 9 montre un silencing plus faible que le clone 21 mais aussi 
une induction plus limitée de l’expression de l’antisens (mesurée à travers l’expression de la 
DsRed) (Fig. 37c). Par ailleurs, le clone 23 montre une légère induction de l’expression de la 
GFP en réponse à la doxycycline mais par d’expression détectable de la DsRed. Ainsi, l’étude 
de ces quelques clones est en faveur d’un silencing lié à l’expression en trans de l’ARN 





















Figure 37 : Etude du silencing non spécifique par la construction pStan intégrée.  
(a) Profils de fluorescence et histogrammes de fluorescence obtenus par analyse au cytomètre de flux (GUAVA) à 48h des 
cellules HEK 293 Tet-on pStan clone 21 transfectées par 0,25 µg de pCMV Nir sens en présence ou absence de doxycycline. 
Ajout de la doxycycline à 1 g/mL le jour de la transfection. (b) Histogrammes représentant l’expression relative de l’ARN 
GFP sens et antisens en présence ou absence de doxycycline. Données obtenues par RT-qPCR avec deux couples de primers 
et une réverse transcription spécifique pour les transcrits issus du promoteur CMV et du promoteur pBi. Le contrôle utilisé 









Pour préciser la nature du silencing, une expérience à plus long terme a été réalisée. Cette  
cinétique a été réalisée en culture de cellules en présence de doxycycline pendant plus de 
deux semaines. Le silencing de la GFP n’augmente pas au-delà de celui observé à 48 heures 
qui semble avoir déjà atteint son maximum (Fig. 38a). Pour tester si ce silencing implique des 
phénomènes épigénétiques, les cellules sont cultivées pendant 7 jours en l’absence de 
doxycycline après y avoir été exposées pendant 11 jours (Fig. 38b). On n’observe aucune 
mémoire du silencing, et dans des observations intermédiaires, il apparaît que le silencing 
est directement lié à l‘expression de l’ARN antisens et diminue en relation avec l’activité du 
promoteur pBi. Le silencing induit dans ce clone n’est pas transmissible indépendamment de 
l’expression de l’ARN antisens.  
 
 
Figure 38 : Cinétique longue en condition avec doxycycline du clone stable pStan  
(a) Profils de fluorescence obtenus en cytométrie après mise en culture de la lignée HEK 293 Tet-on pStan clone 21 avec ou 
sans doxycycline durant 4 ou 18 jours. (b) Profils de fluorescence obtenus en cytométrie en flux après mise en culture de la 
lignée HEK 293 Tet-on pStan en milieu avec doxycycline pendant 11 jours puis passage dans un milieu sans doxycycline 
durant 7 jours. La comparaison est faite avec la même lignée cellulaire mise en culture dans un milieu sans doxycycline 
durant 18 jours. Les barres verticales vertes représentent la position initiale de la population principale en terme d’intensité 
maximale de fluorescence GFP.  
 
En plus de l’évolution de l’expression de la population principale dans les nuages de points 
de la Figure 38, on peut aussi constater l’apparition d’une petite population qui n’exprime ni 
la GFP ni la DsRed. Mais comme ce phénomène ne dépend pas de l’exposition à la 
doxycycline il est plus probable qu’il corresponde à la mise en place au cours du maintien en 





l’expression des clones « stables » est un phénomène fréquemment observé et qui est 
généralement attribué à la stabilisation de l’environnement chromatinien au niveau des sites 
d’intégration après la phase initiale au cours de laquelle  le gène nouvellement intégré est 
dans une configuration active.  
En ce qui concerne le silencing de la population principale, une première classe de 
mécanisme est celle de l’interférence par l’ARN, qu’elle agisse aux niveaux post-
transcriptionnel ou transcriptionnel. Pour tester cette hypothèse j’ai recherché si ce  
phénomène était sensible à un silencing d’Ago2 par la transfection de siARN Ago2 (Fig. 39a). 
Même si le silencing ainsi obtenu n’est pas complet, il conduit à une très forte diminution de 
l’interférence par l’ARN du moins dans sa forme classique d’hydrolyse post-
transcriptionnelle. Typiquement, la réduction du silencing en mode siARN sur une 
transfection contrôle menée en parallèle est de l’ordre de 75%. Ici nous n’avons observé 
aucun effet du silencing d’Ago2 sur la diminution d’expression de la GFP. Le siARN ciblant le 
gène CD9 murin est un contrôle qui a fréquemment été utilisé dans le laboratoire du fait de 
son absence d’effet sur la croissance cellulaire et de sa capacité à entrer en compétition avec 
d’autres siARN suggérant qu’il est efficacement incorporé dans les complexes RISC. Les 
données obtenues avec le siAGO2 semblent donc exclure une implication de l’interférence 
par l’ARN interférence dans le silencing induit par l’ARN antisens.  
Dans la continuité de cette première analyse, j’ai exploré le rôle de l’ARN antisens dans le 
silencing observé avec cette construction intégrée. Ceci a été entrepris en ciblant le transcrit 
antisens par un ARN interférant. Le laboratoire dispose d’un siARN très efficace dirigé contre 
la région codante de la DsRed (diminution de l’expression protéique > 90 %) et qui est donc 
capable d’empêcher l’accumulation du transcrit antisens (Figure 39b). Bien que dans ces 
expériences on n’observe plus l’expression de la DsRed, le silencing de la GFP est toujours 
comparable à celui observé dans le contrôle siCD9. De fait, il est même légèrement supérieur 
en présence de siDsRedB. On peut donc conclure que l’accumulation de l’ARN antisens dans 
le cytoplasme, telle qu’elle est mesurée à travers le niveau d’expression de la DsRed, n’est 
pas un déterminant fort du silencing. A contrario, cette expérience ne teste 
qu’indirectement les activités nucléaires de l’ARN antisens car l’effet du siDsRedB sur les 
ARN nucléaires est plus modeste que dans le cytoplasme ainsi qu’il a été observé dans le 





pas en faveur de l’implication d’un mécanisme de type interférence par l’ARN, même 
transcriptionnel, dans le silencing induit par l’antisens.  
 
Figure 39 : Effet d’un siAGO2 et d’un siDsRed sur le clone stable pStan  
Histogrammes de fluorescence GFP obtenus en cytométrie en flux (GUAVA) 48h après transfection des siARN (5 nM) dans 
les cellules HEK 293 Tet-on pStan. L’ajout de la doxycycline est faite ou non le jour de la transfection (1 g/mL). (a) Test de 
l’effet du siAGO2 sur le silencing. Trois conditions sont présentées. Les cellules HEK 293 Tet-on pStan en absence de 
doxycycline mais transfectées avec le siARN contrôle siCD9 (courbe jaune), les mêmes cellules transfectées avec le même 
siCD9 mais, cette fois-ci, en présence de doxycycline (courbe bleue) et toujours les mêmes cellules en présence de 
doxycycline mais transfectées par le siAGO2 (courbe noire). Le contrôle de l’effet du siAGO2 en absence de l’antisens est 
également présenté (courbe noire) en comparaison avec les cellules transfectées par le siCD9 contrôle (courbe jaune). (b) 
Test de l’effet du siDsRedB. Trois conditions sont présentées. Les cellules HEK 293 Tet-on pStan en absence de doxycycline 
mais transfectées avec le siARN contrôle siCD9 (courbe jaune), les mêmes cellules transfectées avec le même siCD9 mais 
cette fois-ci en présence de doxycycline (courbe bleue) et toujours les mêmes cellules en présence de doxycycline mais 
transfectées par le siDsRedB (courbe rouge). Le test de l’efficacité du siDsRedB est également présenté dans l’histogramme 
du bas, le nombre de cellules en fonction de l’intensité de fluorescence DsRed. Deux conditions, les cellules transfectées 
avec le siCD9 contrôle en présence de doxycycline (courbe jaune) et avec le siDsRedB en présence de doxycycline (courbe 
rouge).  
   
2.2.2 – Etude de l’insertion d’une séquence PolyA dans pStan 
 
Les données précédentes font écho à d’autres résultats obtenus en transitoire avec des 
constructions pStan où une séquence de polyadénylation entre les deux séquences codantes 
a été insérée. Deux types de constructions ont été créés avec soit la séquence de 





Les résultats obtenus présentés dans la figure 40a montrent que lorsque la séquence est 
orientée en sens, l’expression de la GFP est bien meilleure. Cela vient sans doute du fait que 
la polyadénylation à ce niveau donne un transcrit plus court et sans doute plus stable que 
lorsque la polyadénylation se fait au-delà du promoteur pBi. D’autre part, avec ce site de 
polyadénylation entre les deux régions codantes, on peut constater que l’expression de la 
construction contrôle pCMV Nir sens est bien meilleure qu’avec une construction pStan 
classique. Cela est clairement un signe de la perte d’une certaine complexité dans les 
transcrits issus du promoteur CMV qui permettait de mettre en place un silencing non 
spécifique. Néanmoins avec cette construction, l’ajout de la doxycycline au milieu de culture, 
comme c’est le cas avec le pStan classique, déclenche un silencing sur l’expression de la GFP 
mais également sur la construction contrôle. Ainsi l’induction de l’activité du promoteur pBi 
permet de réinstaller en partie un silencing non spécifique.  
Les résultats les plus intéressants viennent de la construction pStan où la séquence de 
polyadénylation se trouve cette fois-ci en antisens par rapport au gène GFP (Fig. 40b). En 
absence de doxycycline, le profil est peu différent d’une construction pStan classique mise à 
part une expression sensiblement plus forte du contrôle pCMV Nir sens, signe que le 
silencing non spécifique n’est pas uniquement dû aux produits du promoteur CMV mais peut 
être également dû à un taux de fuite du promoteur pBi. En présence de doxycycline on 
observe, comme c’était également le cas aussi pour la GFP, une meilleure expression de la 
DsRed avec un transcrit DsRed plus court. Cela laisse penser que, dans le pStan classique où 
le transcrit DsRed est plus long et comporte la partie GFP antisens, ce dernier est peut-être 
moins apte à la traduction. Là où les données deviennent intéressantes, c’est qu’en présence 
de cette séquence de polyadénylation en antisens qui empêche la transcription au-delà et 
donc la transcription de l’antisens GFP, nous n’observons pas de silencing. Ainsi l’absence de 
transcription au-delà de cette séquence semble supprimer le silencing présent dans les 
autres constructions de ce type. Néanmoins, cette donnée ne nous permet pas de conclure 







Figure 40 : Etude des constructions pStan PolyA Glo sens et antisens en transfection transitoire  
Expériences réalisées dans les cellules HEK 293 3G Tet-on, transfection de 0,25 µg de  plasmide et analyse 48h après 
transfection en cytométrie en flux (GUAVA). La doxycycline est ajouté le jour de la transfection (1 g/mL).  (a) Profils de 
fluorescence et histogrammes représentant la fluorescence GFP de la construction pStan PolyA Glo sens en absence et en 
présence de doxycycline dans le milieu de culture. (b) Profils de fluorescence et histogrammes représentant le nombre de 
cellules en fonction de l’intensité de fluorescence GFP de la construction pStan PolyA Glo antisens en absence et en 
présence de doxycycline dans le milieu de culture. 
 
En effet, deux hypothèses sont envisageables : un effet de l’antisens lui-même ou 
simplement de sa transcription. Il est cependant clair que ce silencing en cis n’a pas pour 
origine une régulation de type post-transcriptionnel.  





analyse en l’absence de silencing non spécifique. Ainsi comme pour la construction pStan, 
trois clones ont été réalisés (Fig. 41). A la différence de ce qui a été observé avec la 
construction de départ, ici deux clones répondent à l’induction de l’antisens par une 
augmentation de l’expression. Ceci est compatible avec une perte du silencing qui laisserait 
comme seule réponse l’effet de transactivation à partir du promoteur pBi. Cependant, dans 
un autre clone on observe toujours un silencing ce qui ne permet pas de conclure 
définitivement sur l’effet de la séquence de polyadénylation. Un point important est que la 
séquence de polyadénylation n’est pas un site de terminaison et que celle-ci se fera en 
fonction de la capacité d’élongation de la polymérase. Aussi, en plus de l’organisation des 
constructions  intégrées dans chacun des sites, l’environnement chromatinien pourrait aussi 
jouer un rôle sur l’efficacité de la terminaison de la transcription.  
 
 
Figure 41 : Tableau de l’effet des clones HEK 293 pStan PolyA Glo antisens  
Le pourcentage de l’effet sur la GFP est obtenu par comparaison de l’intensité de la fluorescence après 48h de culture de 
ces cellules entre les conditions avec et sans doxycycline supplémentée au milieu de culture. 
 
   2.2.3 – Ajout de l’élément PRC2 à la construction pStan intégrée 
 
Le silencing ne se maintenant pas au-delà de l’expression de l’antisens, il a été essayé de 
réaliser un silencing plus stable en insérant le « Binding Element PRC2 » au sein de la 
construction pStan. Il est en effet plus probable, dans ce contexte en cis, que le transcrit 
antisens se retrouve à proximité de sa cible et puisse amener les protéines effectrices pour 
la mise en place d’un silencing transcriptionnel. Ainsi, l’élément permettant le recrutement 
du complexe Polycomb par l’ARN est inséré dans la construction pStan entre les deux 
séquences codantes dans une orientation antisens vis-à-vis du gène de la GFP. La 
construction pStan PRC2 BE alors créée est ensuite intégrée au génome des cellules HEK 293 
Tet-on. Ici, contrairement aux cas précédents, les clones ayant intégré la construction ne 
sont pas isolés mais regroupés pour former un « pool » afin de pouvoir tester la réponse de 





l’expression des constructions en transitoire (Fig. 40). Les résultats montrent que malgré la 
présence de l’élément pouvant permettre le recrutement du complexe Polycomb, le 
silencing permis par l’ajout de la doxycycline et donc l’activation du promoteur pBi n’est pas 
différent de celui d’une construction pStan classique. En particulier, le maintien de la 
doxycycline dans le milieu de culture ne modifie pas le silencing. Comme pour le pStan 
classique le maximum du silencing observé est atteint dès le premier point (3 jours). On 
observe cependant quelques différences entre les résultats. Les petites différences 
d’expression aux différents temps traduisent les variations de l’expression en fonction de la 
densité cellulaire et sont observables en présence et en l’absence de doxycycline.  
 
 
Figure 42 : Cinétique longue des cellules HEK 293 Tet-on pStan PRC2 BE  
Expérience réalisée dans les cellules HEK 293 Tet-on pStan PRC2 BE. Les résultats sont obtenus sous forme d’histogrammes 
de fluorescence GFP après analyse en cytométrie en flux (FACS Calibur) des cellules cultivées pendant 3, 7 ou 11 jours en 
milieu de culture supplémenté ou non par de la doxycycline. Les deux histogrammes représentent les mêmes données mais 
à des échelles différentes pour une meilleure visibilité.  
 
 
Afin de vérifier si l’élément permettant le recrutement du complexe Polycomb a un effet sur 
l’organisation de la chromatine et induit une mémoire épigénétique, la doxycycline est 





semaine. Comme on le constate sur la figure 43, le silencing disparaît en l’absence de 
doxycycline et l’expression de la GFP retrouve son profil initial. Ce résultat s’apparente à 
celui obtenu avec la construction pStan de départ pour laquelle aucune mémoire du 
silencing n’a été observée (Fig. 38).  
 
 
Figure 43 : Cinétique longue des cellules HEK 293 Tet-on pStan PRC2 BE  
Expérience réalisée dans les cellules HEK 293 Tet-on pStan PRC2 BE. Les résultats sont obtenus sous forme d’histogrammes 
de fluorescence GFP après analyse en cytométrie en flux (FACS Calibur). Les cellules sont cultivées pendant 10 jours dans un 
milieu avec ou sans doxycycline. Dans le cas de la courbe bleue, les cellules sont cultivées pendant 10 jours dans un milieu 
















Le projet de thèse reposait sur trois éléments : i) l’utilisation de constructions indicatrices a 
priori dépourvues de motifs spécifiques de régulation par les ARN antisens, ii) une analyse 
dans un premier temps par des transfections transitoires, iii) une analyse de l’expression au 
niveau de chaque cellule au moyen de la cytométrie. Une telle approche était destinée à 
permettre l’analyse de la contribution des différents mécanismes possibles en partant des 
contextes les plus simples (comme une expression épisomique avec une chromatinisation 
partielle) et en introduisant progressivement d’autres éléments de régulation. De plus la 
cytométrie permet de distinguer entre une réponse dominante et l’existence de réponses 
spécifiques dans des sous-populations. Cependant, ce programme s’est trouvé confronté à 
plusieurs niveaux de difficultés qui en ont réduit la mise en œuvre.  
Les premières difficultés rencontrées ont été celles liées à plusieurs niveaux de réponses 
aspécifiques lors de l’expression transitoire. 
 
1 – La réponse en transitoire et les effets non spécifiques 
 
Dans le schéma de principe de notre approche, nous utilisons au minimum deux protéines 
fluorescentes afin de pouvoir suivre l’expression du gène cible et l’expression de l’ARN 
régulateur. Une troisième protéine peut servir de contrôle interne pour suivre l’efficacité de 
transfection et normaliser les signaux. Du fait du format des expériences qui sont réalisées 
en plaque douze puits, le plus souvent à quatre points par condition, et de la robustesse du 
modèle cellulaire - les cellules HEK 293 étant particulièrement transfectables - les variations 
d’expression en transitoire ne dépassent pas 20 % entre les différentes conditions 
expérimentales. Ainsi le contrôle de transfection peut-il être en partie utilisé pour suivre des 
effets de silencing non spécifique du moins si ceux-ci sont suffisamment marqués. De fait, la 
présence de constructions permettant l’expression d’un ARN sens et antisens déclenche 
systématiquement un silencing affectant les constructions co-transfectées. Une difficulté 
potentielle de notre approche est que toutes les protéines fluorescentes que nous avons 
utilisées sont apparentées entre elles et donc présentent une homologie de séquence (47% 





antisens de l’une de ces protéines n’a pas d’effet sur l’expression des autres tant que l’ARN 
sens correspondant n’est pas exprimé. Sans pouvoir complètement exclure que les 
homologies de séquence puissent jouer un rôle dans les silencings que nous avons observés, 
ce résultat établit que seul un duplex parfait induit cette réponse.  
 
La réponse aux ARN double brin 
 
La capacité des ARN double brin à induire des réponses cellulaires, ici désignées 
collectivement par réponses de type interféron, a été mise en évidence bien avant la 
découverte de l’interférence par l’ARN. Ce phénomène a d’ailleurs été initialement 
interprété comme rendant impossible l’utilisation des ARN double brin pour induire une 
interférence par l’ARN en dehors des cas où ces réponses sont absentes (comme les cellules 
souches embryonnaires). Cependant, l’expression d’un ARN antisens a été utilisée pour 
inhiber l’expression du gène correspondant et ainsi permettre des études fonctionnelles, 
suggérant que l’induction des réponses de type interféron n’est pas systématique ou dépend 
du mode de production des ARN double brin (expression d’un transcrit sens et antisens vs 
introduction d’ARN double brin). Plus récemment, le groupe de Petr Svoboda a montré que 
l’expression d’un ARN en tige-boucle n’induisait pas de réponse majeure dans des souris 
transgéniques bien que le produit du transgène comprenne une région parfaitement 
appariée de 520 paires de bases (Nejepinska et al, 2012). Plus spécifiquement, les souris sont 
viables, la voie interféron n’est pas activée et des petits ARN interférants ne sont détectés 
que dans les oocytes. Ainsi l’expression d’un ARN double brin (dans ce cas-ci 
intramoléculaire) n’entraîne pas nécessairement de réponse cellulaire forte.  
 
L’activation de la kinase PKR 
 
Plusieurs voies de réponse aux ARN double brin ont ainsi été caractérisées. La publication du 
groupe de Petr Svoboda qui est intervenue pendant que je réalisais les expériences de 
transfection transitoire a focalisé notre attention sur l’une de ces voies, celle de la kinase 
activée par les ARN double brin, PKR (Nejepinska et al, 2014). Cette étude, en prolongement 





cellules à l’expression d’un ARN en tige-boucle de grande taille à partir d’une construction 
plasmidique. L’expression de cet ARN déclenche une réponse aspécifique qui affecte des 
constructions indicatrices luciférase co-transfectées et est donc a priori similaire à la nôtre. 
Ils ont pu de plus montré que la kinase PKR était l’acteur majeur de la réponse aspécifique 
en utilisant soit un inhibiteur chimique soit un petit ARN interférant. Toutefois, en dépit des 
similitudes entre nos deux modèles, nous n’avons pas observé une implication forte de PKR 
dans le silencing aspécifique dans les cellules HEK 293, suggérant l’implication d’autres 
réponses. La différence majeure entre les deux études vient de la genèse des ARN double 
brin, soit intramoléculaire dans leur cas, soit bimoléculaire dans le nôtre. On peut donc 
envisager que la différence de réponse entre les deux modèles reflète ce mécanisme de 
formation de l’ARN double brin avec des concentrations a priori plus élevées dans le cas 
intramoléculaire. Mais ceci ne peut tout expliquer puisque dans notre étude nous pouvons 
étudier la réponse des cellules en fonction du niveau d’expression de la cible et du 
régulateur. Une autre différence qui pourrait expliquer l’activation plus forte de PKR par la 
tige boucle est que le transcrit qui la porte est en principe associé à la machinerie de 
traduction puisqu’il s’agit d’un ARN messager EGFP. Ainsi la phosphorylation d’eIF2a 
pourrait-elle être faite sur l’ARN en situation de traduction. A l’inverse, dans notre cas, la 
région double brin s’étend jusqu’à l’AUG et on peut supposer que le duplex n’est plus 
traductible.   
PKR a été décrite comme pouvant agir en cis et en trans sans que l’importance relative de 
ces deux phénomènes ait été complétement déterminée. D’une part, à travers la 
phosphorylation du facteur de traduction eIF2a, il existe la possibilité d’une action globale 
sur l’efficacité de traduction des messagers cellulaires (Garcia et al, 2006). Sans exclure que 
certains messagers soient plus sensibles à l’activité de PKR ceci peut conduire à un silencing 
global en trans. D’autre part, comme cela a été décrit dans le cas de l’interféron gamma, 
l’activation de la kinase PKR pourrait agir principalement en cis sur la traduction des ARN qui 
contiennent une tige-boucle (Ben-Asouli et al, 2002). On peut remarquer que l’étude de 
Nejepinska comprend un volet de cytométrie, l’ARN en tige boucle étant intégré en aval de 
la région codante de l’EGFP. Les cellules ayant une fluorescence verte significative, la 
présence en cis d’une tige boucle ne suffit pas à rendre impossible la traduction. Cependant, 





important de l’expression de l’EGFP. De plus, le profil de fluorescence évoque fortement 
ceux que nous observons lors d’un silencing induit par l’ARN antisens avec une distribution 
bimodale. Ainsi, bien que l’activation de la kinase PKR n’explique pas les réponses observées 
dans notre modèle, il semble que dans les deux cas il y ait une réponse distincte entre les 
forts expresseurs et les moyens expresseurs. Ceci peut refléter le fait que dans les deux 
modèles il y a une corrélation entre l’expression de la cible et de l’ARN régulateur ; directe 
dans le cas de Nejepinska où les deux sont portés par le même transcrit, globale dans notre 
cas où les deux promoteurs sont soit identiques soit d’expression corrélée dans le cas CMV 
et pBi.  
  
Autres voies de réponse aux ARN double brin 
 
Au-delà de PKR, d’autres voies de réponse aux ARN double brin pourraient être activées 
dans notre cas. C’est dans cette idée qu’a été testée l’inhibition de la RNaseL, une autre 
branche de la réponse interféron qui permet la dégradation des ARN double brin 
préalablement marqués par la 2’-5’ Oligoadenylate Synthase. Mais, l’inhibition de 
l’expression de la RNaseL n’a pas d’effet notable sur le silencing aspécifique. D’autres 
protéines, impliquées dans l’immunité innée, peuvent détecter la présence d’ARN double 
brin dans le cytoplasme chez les mammifères. C’est le cas des récepteurs de la famille RLR 
(RIG-I like Receptors) (Yoneyama et al, 2015). RIG-I interagit avec l’extrémité 5’ d’un ARN 
double brin, la présence d’un phosphate en position  étant un élément clé de l’interaction. 
Aussi, les petits ARN double brin produits par Dicer qui ne disposent que d’un seul 
phosphate en 5’ n’activent-ils pas RIG-I. MDA5 interagit avec de longs ARN double brin et 
pas avec leur extrémité 5’ du fait d’une différence dans le domaine C-terminal qui chez RIG-I 
coiffe le transcrit situé dans le domaine hélicase. Globalement, il est estimé que les ARN 
double brin de grande taille (> 500 pb ou 2 000 pb suivant les études (Kato et al, 2008)) 
activent MDA5, tandis que ceux qui sont plus petits activent RIG-I.  
 
Enfin, la présence d’ARN double brin pourrait induire une réponse de type interférence par 
l’ARN, qu’elle soit cytoplasmique ou nucléaire. Bien qu’il existe peu de données en faveur 





sans observer d’effet. Les homologies de séquence entre les protéines fluorescences 
utilisées sont d’ailleurs trop faibles pour qu’un mécanisme spécifique comme l’interférence 
puisse expliquer le silencing observé sur les contrôles. Au total, il apparaît que dans les 
expériences en transitoire l’expression d’ARN sens et antisens conduit à des effets non 
spécifiques importants qui masquent une réponse spécifique du gène ciblé, si elle existe.  
 
La différence de réponse entre transcrits génomiques et épisomiques  
 
Une piste sur la nature réelle de cette réponse aspécifique réside dans les observations 
réalisées en clones stables. En effet, il existe un contraste fort entre le cas transitoire et 
intégré qui suggère une nature antivirale de la réponse mise en place. Lorsque les 
constructions indicatrices sens et antisens sont intégrées, l’expression de l’antisens ne 
déclenche plus aucune réponse aspécifique. Ce type d’observation a également été faite 
pour les mécanismes PKR-dépendant ou RNaseL-dépendant, où ces derniers vont être 
capables d’affecter l’expression de vecteurs viraux ou non viraux (plasmides) mais n’auront 
pas d’effet sur l’expression d’un gène endogène (Terenzi et al, 1999). Cela nous informe sans 
doute sur la nature de ce silencing mais soulève plusieurs questions comme la façon dont 
ces mécanismes sont capables de différencier un ARN épisomique d’un ARN génomique. Il 
faut qu’il existe une différence notable entre ces deux types de transcrits qui pourrait être 
au niveau des protéines associées, qui sont peut être de nature différentes de façon à ce que 
la cellule soit capable de différencier le soi du non-soi, ou des propriétés intrinsèques de 
l’ARN, par exemple la taille de la queue PolyA. Pour aborder ce dernier cas il serait 
intéressant d’analyser la longueur des queues PolyA des deux classes de transcrits.  
Une autre donnée intéressante est que ce mécanisme peut être déclenché par un duplex 
d’ARN formé par un sens intégré et un antisens exprimé en transitoire sans que cela affecte 
l’expression du gène sens. Cela confirme que l’ARN messager sens peut être le déclencheur 
de la réponse aspécifique sans faire partie des cibles, alors que si le même ARN était exprimé 
depuis un épisome il serait soumis au silencing. L’expérience inverse a été réalisé, où l’ARN 
antisens est exprimé en intégré avec une cible, elle exprimée en transitoire. Dans ce cas le 
silencing aspécifique est plus modéré, voire absent, pour certains clones stables exprimant 





dissymétrie et qu’il est possible que ce soit l’ARN antisens qui dicte la mise en place d’une 
réponse aspécifique. Dans l’idée que le mécanisme impliqué est une réponse antivirale, il est 
envisageable que l’ARN antisens issu du génome ciblant un transcrit sens issu de l’épisome 
soit reconnu comme une régulation légitime de la cellule alors que le cas inverse signerait 
l’influence d’une expression extérieure et déclencherait la réponse non spécifique. Une 
étude à plus grande échelle serait nécessaire pour déterminer s’il existe vraiment une 
différence dans la capacité des transcrits sens et antisens à induire une réponse.   
 
Les transcrits internes aux plasmides 
 
Une autre difficulté a été rencontrée dans l’utilisation du modèle transitoire en plus de la 
réponse aspécifique. La co-transfection de plusieurs plasmides induit des « interférences » 
entre ceux-ci. Cette observation très courante est souvent attribuée à la compétition entre 
les promoteurs pour les facteurs de transcription ou de manière plus globale pour la 
machinerie de transcription. Cependant, un autre mécanisme a été proposé par l’équipe de 
P. Svoboda et repose sur la transcription « illégitime » des plasmides non intégrés. L’étude 
du transcriptome des plasmides en transfection transitoire effectuée a montré que par 
exemple dans les constructions commerciales de type pCMV, la cassette de résistance à la 
kanamycine générait des ARN sens et antisens pouvant déclencher une réponse cellulaire 
(Nejepinska et al, 2012). Ces transcrits sens et antisens seraient capables de réprimer de 
façon basale, avant même l’ajout de l’antisens dans notre modèle, l’expression des 
constructions plasmidiques. Ils pourraient aussi participer aux interférences entre plasmides. 
Les données présentées par l’équipe de Petr Svoboda montrent que ce phénomène est PKR-
dépendant. Cette donnée est confirmée par nos expériences d’inhibition de PKR, que ce soit 
par l’inhibiteur C16 ou le siARN, où l’on observe une augmentation de l’expression basale 
des constructions utilisées. Ainsi, bien que PKR ne semble pas jouer un rôle déterminant 
dans le silencing non spécifique que nous observons en réponse à l’expression d’un ARN 
antisens, elle est néanmoins activée dans nos expériences de transfection transitoire.  
L’un des objectifs de ces expériences en transitoire était d’évaluer l’importance d’un conflit 
transcriptionnel lorsque les unités de transcription sens et antisens se recouvrent. La 





observé en réponse à l’induction de la transcription de l’antisens est du même ordre que 
dans les autres expériences y compris lorsque l’antisens est exprimé depuis un autre 
plasmide. De plus, il se manifeste aussi sur les constructions contrôles confirmant qu’il s’agit 
au moins pour une grande part d’un effet non spécifique. L’importance de ces effets non 
spécifiques ne permet pas d’évaluer précisément l’impact d’un conflit transcriptionnel. On 
peut cependant remarquer (Figure 22) que les cellules qui expriment le plus fortement l’ARN 
antisens (détecté via la DsRed) sont aussi celles qui expriment le plus l’ARN sens (détecté via 
l’expression de la GFP). Ceci suggère que même dans des cellules qui expriment des niveaux 
très élevés d’ARN sens et antisens le conflit n’est pas suffisamment important pour induire 
une expression mutuellement exclusive. Cette conclusion repose sur la capacité d’analyser 
l’expression au niveau de chaque cellule mais doit être tempérée par le fait que la 
transfection introduit de nombreuses copies du plasmide. On pourrait donc envisager que  la 
forte expression des deux protéines provienne en fait de la transcription de plasmides 
différents. Cependant, les expériences réalisées avec une construction pStan linéarisée dans 
l’ossature du plasmide ne montrent aucune diminution de la GFP en réponse à l’induction de 
la transcription de DsRed/GFPas. Aussi en dépit des nombreuses limitations  des expériences 
en transitoire, l’ensemble des donnée est-il en faveur d’un rôle très limité des conflits 
transcriptionnels même en situation de forte expression.   
 
2 – L’étude de l’effet de l’ARN antisens en clones stables 
 
Cas d’un ARN antisens exprimé en trans  
 
Comme attendu les effets non spécifiques sont nettement diminués et deviennent inférieurs 
à 20 % lorsque la construction indicatrice est intégrée dans le génome (Figure 26), ce qui 
rend possible d’analyser un silencing spécifique (sur la cible complémentaire de l’ARN 
antisens). Cependant, que l’ARN antisens soit transcrit à partir d’un plasmide en transitoire 
ou d’une construction intégrée, aucun effet significatif n’a été observé sur la cible directe. 
Cette absence d’effet en trans n’est pas en soi une surprise complète puisque même chez la 
levure S.  pombe où les régulations transcriptionnelles induites par des ARN double brin ont 
été étudiées en détail, la possibilité d’agir en trans semble réduite. Ce d’autant plus que 





doit ensuite s’hybrider avec la transcrit complémentaire afin d’induire une réponse. De plus, 
si l’on s’intéresse à une réponse nucléaire, il faudrait probablement que l’hybridation ait lieu 
avec le transcrit naissant de la cible. Par contre on aurait pu s’attendre à une réponse post-
transcriptionnelle si le duplex se forme dans le cytoplasme et a minima rend l’ARNm non 
traductible.  
Plusieurs éléments de réponse peuvent être envisagés pour expliquer l’absence d’effet 
observée. Tout d’abord, par rapport aux transcrits cellulaires, nos constructions sont 
particulièrement simples : de petite taille et dépourvues d’intron. Ainsi, le gène de l’EGFP 
n’est constitué que de 700 paires de bases et est donc rapidement transcrit (~ 30 s sur la 
base d’une vitesse d’élongation de 1500 nt/min (Conaway et al, 2000). De plus, la présence 
de signaux de polyadénylation particulièrement efficaces conduit probablement à une 
maturation rapide des transcrits, suivie de leur dispersion dans le nucléoplasme et de leur 
transport vers le cytoplasme. De la même façon, l’ARN antisens est lui aussi court quand on 
le compare aux antisens naturels caractérisés chez les mammifères dont l’unité de 
transcription s’étend le plus souvent sur plusieurs kilobases (Yu et al, 2008 ; Rinn et al, 2007 ; 
Brown et al, 1991).  Ainsi, le temps de rétention dans le noyau est sans doute faible pour les 
deux transcrits ce qui réduit la probabilité d’une rencontre intranucléaire. Plusieurs 
approches ont été testées afin d’augmenter leur résidence dans le noyau avec l’utilisation 
d’une version de la GFP fusionnée avec la β-globine (taille du transcrit primaire 2 kb et 
nécessitant deux épissages) ou en supprimant la séquence de polyadénylation dans la 
construction antisens ce qui pourrait conduire à un transcrit primaire beaucoup plus long et 
à une absence d’exportation en l’absence d’une queue PolyA (Shinagawa et al, 2003 ; 
Gullerova et al, 2012).  Néanmoins, ces modifications n’ont pas permis la mise en place d’un 
silencing spécifique lié à l’antisens. Dans le même objectif de permettre au transcrit de 
rester le plus longtemps possible dans le noyau, une partie de notre étude s’est intéressée à 
la protéine PAF1 ou « RNA-Polymerase-Associated Factor 1 ». Cette dernière participe à 
l’élongation lors de la transcription. Il a été montré chez S. pombe que l’inhibition de cette 
protéine permettait la mise en place d’un silencing épigénétique médié par des petits ARN 
(Kowalik et al, 2015). Il semblerait que chez S. pombe, la présence du complexe PAF1 
empêche le ciblage du transcrit naissant par ces mêmes petits ARNs. Dans notre modèle, 





l’accessibilité du transcrit naissant et permettait la mise en place d’un silencing. Cependant, 
le seul effet visible a été une diminution de l’expression, probablement du fait d’une 
élongation de la transcription moins efficace sans conduire à un silencing spécifique. 
Sans exclure que le temps de résidence du transcrit naissant au voisinage du gène soit un 
paramètre important, nos résultats suggèrent que d’autres aspects interviennent dans la 
réponse en trans. Le plus évident est celui de l’organisation spatiale du noyau, le transgène 
et la construction antisens étant probablement transcrits dans des usines de transcription 
différentes (Osborne et al, 2004).  Cette hypothèse a été validée au moins pour certains ARN 
non codants agissant en trans. C’est le cas par exemple de l’ARN HOTAIR qui a pour cible des 
gènes situés sur un autre chromosome que celui sur lequel il est transcrit, mais qui en réalité 
se trouvent à proximité dans l’organisation spatiale du noyau (Denholtz et al, 2013 ; 
Noordermeer et al, 2014). Il se peut donc que la proximité des deux unités de transcription 
dans le noyau soit un facteur primordial pour la mise en place d’un silencing ; ceci reflète 
probablement l’importance de la concentration locale de l’ARN antisens au niveau de son 
gène cible. Dans le cas du long ARN non codant roX, on observe ainsi que bien qu’il puisse se 
fixer sur l’ADN au niveau des éléments CLAMP, seuls ceux qui sont proches spatialement 
sont occupés (Soruco et al, 2013). L’importance de l’organisation spatiale et de la 
concentration locale a aussi été discutée dans le cas du silencing transcriptionnel médié par 
les petits ARN double brin chez S. pombe. Dans ce mécanisme les petits ARN nouvellement 
générés par la fixation du complexe effecteur RITS à un transcrit naissant vont pouvoir agir 
en cis mais pas en trans sur les cibles partageant cette séquence (Buhler et al, 2006).  
L’ensemble de ces résultats suggère que l’action en trans d’un ARN antisens nécessite des 
conditions particulières. De fait, la très grande majorité des ARN antisens agit dans un 
contexte en cis et seule l’action en trans de PTENP1-AS a été bien documentée (Johnsson et 
al, 2013). Dans ce cas les deux gènes ne sont pas situés sur le même chromosome (PTEN en 
10q23, PTEN-AS en 9p13) mais leur distance dans le noyau n’a pas été caractérisée.  
Plus inattendue est l’absence d’effets post-transcriptionnels sur la cible spécifique. En effet, 
au-delà de la formation d’ARN double brin dans le noyau, ceux-ci pourraient se former dans 
le cytoplasme et induire plusieurs réponses sur la cible directe : interférence par l’ARN ou 
inhibition de la traduction (« effet antisens »). Pourtant, aucun silencing significatif n’est 





aussi bien la DsRed que la GFP. Pourtant, des effets non spécifiques sont clairement visibles 
sur une construction contrôle exprimée en transitoire, supprimant pratiquement 
complétement son expression.  
Notre modèle de constructions indicatrices qui était élaboré pour une étude en transitoire 
de l’antisens s’est montré être un peu trop simple pour une analyse en clone stable. Sa 
simplicité et le manque de contrôle sur les sites d’intégration ne nous permettent pas une 
analyse complète. Il est envisageable d’approfondir la question en passant sur l’étude d’un 
gène cellulaire et de cibler les sites d’insertion de notre construction via l’utilisation de 
CRISPR/Cas9.  
 
Cas d’un ARN antisens exprimé en cis 
 
Les cis-NAT correspondent à l’organisation la plus fréquemment observée chez les 
mammifères dans laquelle le transcrit antisens est issu du même fragment d’ADN que le 
transcrit sens. Plusieurs types d’organisation sont néanmoins possibles selon le niveau de 
recouvrement entre les deux unités de transcription et l’organisation en exon et intron de 
celles-ci. Pour étudier l’action des ARN antisens en cis j’ai réalisé une construction qui 
conduit à un recouvrement maximal entre les unités de transcription puisque pour chaque 
transcrit le site de polyadénylation est placé en aval du promoteur convergent. Ainsi, les 
possibilités d’action de la transcription antisens mais aussi des transcrits antisens sont-elles 
maximales. Par contre, dans leur première forme, ces constructions sont potentiellement 
dépourvues de motif de recrutement de complexes modificateurs de la chromatine. Enfin, 
l’utilisation d’un promoteur régulé par la doxycycline permet d’aborder la dynamique de la 
réponse.   
L’analyse de plusieurs clones met en évidence deux types de réponse à l’induction de la 
transcription antisens ; dans certains clones on observe un silencing du gène cible tandis que 
dans d’autres on observe une induction. Cette dualité de réponse est à l’image de l’absence 
de relation entre l’expression des transcrits sens et antisens au niveau du génome. Comme 
évoqué dans la problématique, ceci reflète très probablement les effets opposés d’un 
silencing et d’une transactivation liée à l’activation du promoteur antisens. Nos résultats 





clairement dominants puisque la réponse dépend du contexte. Une difficulté importante de 
l’analyse qui a été faite ici est l’utilisation de la transfection pour obtenir des clones stables. 
Ceci introduit deux sources de variabilité entre clones, le site d’intégration (le plus souvent 
celle-ci a lieu dans un seul site) et le nombre et l’organisation des copies intégrées. Le 
développement de la technologie CRISPR/cas9 dans les cellules de mammifère permet 
dorénavant de remplacer ce mode d’intégration au hasard par une intégration par 
recombinaison homologue dans un site prédéfini du génome. Cette approche ne pouvait 
jusqu’à présent être mise en œuvre que dans les cellules souches embryonnaires où 
l’efficacité de la recombinaison homologue est la plus importante, c’est par exemple ce qui a 
été réalisé pour l’étude de la régulation de Igf2r par Air (Latos et al, 2012). Il est à noter que 
dans cette étude l’introduction d’un site de polyadénylation est considérée comme 
équivalente à celle d’un site de terminaison de la transcription. L’induction d’une coupure de 
l’ADN par CRISPR/cas9 permet maintenant de mettre en œuvre cette stratégie dans des 
cellules somatiques et donc par exemple dans les cellules HEK 293 Tet-on que nous avons 
utilisées. Ceci permet de n’intégrer qu’une seule copie de la construction et, de plus, dans 
une configuration prédéfinie, par contre il restera à choisir le site d’intégration.  
Dans les clones où un silencing est observé, celui-ci n’affecte pas l’expression d’une 
construction contrôle exprimée en transitoire. Ainsi, bien que les ARN sens et antisens soient 
transportés dans le cytoplasme puisque l’expression de la GFP et de la DsRed est observée 
dans les cellules, ceci n’induit pas les effets non spécifiques décrits plus haut. On peut noter 
que dans les clones stables les niveaux d’expression sont globalement plus faibles que ceux 
des forts expresseurs obtenus en transitoire. Cependant, même si les analyses tendent à 
privilégier les forts expresseurs, il est apparent que les effets non spécifiques concernent 
aussi des niveaux d’expression intermédiaires qui correspondent à ceux observés en clones 
stables. Compte tenu que lorsqu’une construction sens et une construction antisens sont 
intégrées dans le génome on n’observe pas non plus d’effets non spécifiques, 
l’interprétation la plus simple de ces résultats est que l’origine des transcrits (épisomique ou 
génomique) détermine la mise en place de ces effets. Il a déjà été évoqué que l’on pouvait 
observer des effets non spécifiques dans le cas d’une expression mixte (un transcrit 
génomique et un épisomique) mais que l’amplitude des effets était variable. Ainsi, l’origine 





leur mise en place.   
Dans les clones où l’on observe un silencing en réponse à l’expression d’un ARN antisens le 
niveau d’expression de ce dernier ne semble pas jouer un rôle déterminant au premier 
abord. En effet, les cellules qui expriment le niveau le plus fort de DsRed sont aussi celles qui 
expriment le niveau le plus fort de GFP. L’interprétation de ce résultat doit cependant être 
tempérée par la possibilité que le silencing de la GFP soit contrebalancé par un effet de 
transactivation. On peut néanmoins remarquer que les faibles expresseurs de la DsRed sont 
enrichis en forts expresseurs de la GFP, en accord avec un effet dose dans la mise en place 
du silencing. Une induction prolongée ne change que peu le profil observé permettant 
cependant une expression plus forte de la DsRed. Lorsque l’on prive les cellules de 
doxycycline après les y avoir exposées, le niveau d’expression de la GFP revient à celui 
d’origine en fonction de la diminution de l’expression de l’antisens. La doxycycline 
s’accumulant dans les membranes de la cellule, la purge peut prendre plusieurs jours en 
fonction de la dose utilisée. Ainsi le silencing observé n’induit-il pas d’effet mémoire. Comme 
par ailleurs le silencing d’Ago2 n’influe pas sur la réponse observée, l’interprétation la plus 
simple est que le silencing induit par la transcription antisens est dû à un conflit 
transcriptionnel. Il reste alors à comprendre pourquoi le conflit transcriptionnel n’est pas  
observé dans les expériences en transitoire en dépit de niveaux d’expression plus élevés. 
Une possibilité est que la chromatinisation incomplète des constructions indicatrices en 
transitoire soit précisément la cause de cette différence. En accord avec l’abondance des 
transcrits « illégitimes » observés dans les expériences transitoires, on peut supposer que la 
transcription est plus facile à mettre en place sur une matrice ADN faiblement associée à des 
protéines. Dans ce contexte, la fixation de facteurs de transcription pourrait rapidement 
déboucher sur le recrutement du complexe de transcription. De plus, la transcription elle-
même pourrait être plus rapide. Or si le concept de conflit transcriptionnel est facile à définir 
il est beaucoup plus difficile de lui donner une base moléculaire. En effet même les gènes les 
plus exprimés – si l’on exclut la transcription par l’ARN Polymérase I des gènes ribosomiques 
– ne sont transcrits qu’épisodiquement.  A titre d’ordre de grandeur, un ARN messager très 
abondant peut s’accumuler jusqu’à quelques centaines de molécules par cellule. Si sa demi-
vie est de 12 h, le gène correspondant sera transcrit toutes les cinq minutes (pour un niveau 





résulte que la transcription sens n’occupera le gène que pendant environ 20 % du temps. Un 
conflit transcriptionnel entre deux unités de transcription très actives ne sera donc que 
marginal, voire complètement inexistant si la vitesse d’élongation est supérieure sur une 
matrice peu chromatinisée. Par contre, si  l’assemblage du complexe de transcription est un 
processus lent ou s’il existe une pause dans l’élongation une transcription antisens peut 
effectivement entrer en conflit avec l’expression du gène, avec la nécessité qu’elle recouvre 
soit le promoteur soit le corps du gène en fonction de la nature du conflit.  De nouveau, il est 
intéressant de remarquer que la taille des unités de transcription est probablement un 
paramètre essentiel dans le contexte de la régulation de l’expression. De fait, dans l’exemple 
le mieux caractérisé d’un conflit transcriptionnel, celui de Igf2r et Airn, les deux unités de 
transcription se recouvrent sur 30 kb. De plus, une version tronquée d’Airn qui ne recouvre 
que 16 kb d’Igf2r n’induit pas de silencing, ce qui est interprété comme indiquant que le 
silencing nécessite que la transcription antisens recouvre le promoteur.   
Nos données obtenues avec la construction pStan sont à mettre en rapport avec les travaux 
de l’équipe de Nick Proudfoot (Gullerova et Proudfoot, 2012). Leur approche repose sur 
l’utilisation de constructions permettant une transcription convergente similaire à la nôtre 
(un gène entre deux promoteurs CMV) mais recherche un silencing en trans par un 
mécanisme transcriptionnel spécifique de séquence. Dans leur cas, la formation d’ARN 
double brin donne lieu à la formation de petits ARN qui peuvent agir sur le gène cellulaire 
aussi bien chez S. Pombe que chez les mammifères en cellules HeLa. A contrario, nos 
résultats montrent dans la même configuration un silencing en cis indépendant du 
mécanisme ARN interférant classique impliquant la protéine Ago2. Il est possible que la 
différence clé entre nos deux modèles soit la finalité recherchée, qui dans notre cas est un 
silencing en cis et dans le leur un silencing en trans sur un gène cellulaire. Ils s’abstiennent 
ainsi de toute recherche sur l’effet que peut avoir la construction sur elle-même et se 
contentent pour les possibles effets non spécifiques engendrés par l’expression transitoire 
d’une simple analyse de l’activation de la 2’5’ oligoadenylate synthase qui est alors négative. 
D’autres études basées sur les travaux de Gullerova et Proudfoot montrent que chez le 
poisson zèbre, la transcription convergente du gène codant la protéine fluorescente 
mCherry permet un silencing efficace de cette dernière (Andrews et al, 2014). Ce silencing 





en trans. Cela soulève alors la question de savoir pourquoi notre modèle ne permet-il pas le 
même type de mécanisme ? Il est possible que les séquences de polyadénylation se trouvant 
en amont de chaque promoteur dans notre construction permettent un destin autre à ces 
transcrits. Par ailleurs dans nos travaux le devenir des transcrits n’a pas été étudié et il se 
peut que l’ARN double brin formé s’engage dans un mécanisme autre que l’ARN interférant. 
Des données récentes ont montré dans des cellules humaines que la formation d’un ARN 
double brin pouvait induire des activités biologiques indépendamment d’une activation de 
l’ARN interférence, lui permettant un rôle dans la régulation de la mitose (Portal et al, 2015).  
Un autre facteur est également à prendre en compte, dans les résultats de l’équipe de 
Proudfoot, la formation d’ARN double se fait dans un contexte en transitoire permettant 
peut être la formation de petits ARN. Du fait de la complexité de réponse en transitoire 
notre étude de la construction permettant la transcription convergente s’est faite 
essentiellement en clone stable. De cette intégration au génome peut résider la différence 
de mécanisme que nous observons. En effet, il est possible que l’intégration empêche la 
formation de siARN à partir de transcrit double brins dans notre cas. La grande majorité des 
cas de synthèse de siARN à partir de séquence sens/antisens endogène aussi appelé endo-
siARN étant décrit dans la littérature dans les cellules de la lignée germinale (Werner et al, 
2014 ; Tam et al, 2008). 
Les longs ARN non codant interagissent fréquemment avec des complexes modificateurs de 
la chromatine ce qui peut permettre la mise en place d’un silencing capable de se maintenir 
après l’arrêt de la transcription antisens. C’est par exemple ce qui a été observé dans le cas 
de constructions dérivées de p15 et Anril (Yu et al, 2008). Lorsque j’ai introduit un site de 
recrutement pour PRC2 dans la construction pStan le silencing n’a pas perduré au-delà de 
l’expression de l’ARN antisens. Ceci peut refléter soit un déficit dans le recrutement de PRC2, 
puisqu’ici il n’a pas été mesuré directement par des expériences d’immunoprécipitation de 
la chromatine, soit que l’organisation de la construction n’est pas permissive pour une telle 
régulation. On peut d’ailleurs remarquer que le site de recrutement de PRC2 est placé à mi-
distance entre les deux promoteurs de la construction, lesquels ne sont distants que de 1, 5 
kb. Dans ces conditions, on pourrait plutôt s’attendre à la mise en place d’un silencing qui 
affecte aussi bien la transcription sens que la transcription antisens. Une population de 





exposition prolongée à la doxycycline. Cependant cette population apparaît aussi dans les 
cellules maintenues en parallèle en l’absence de doxycycline et semble donc plutôt être liée 
à la mise en place d’un silencing au niveau du site d’intégration. L’expression de l’ARN 
antisens n’accélère pas vraiment la mise en place de ce silencing.  
 
3 - Bilan et Perspectives 
 
Les études en transitoire soulèvent deux questions principales. D’une part, quel est le 
mécanisme du silencing non spécifique induit par l’expression d’un ARN antisens dans nos 
expériences ? D’autre part, comment sont distingués les transcrits d’origine épisomique ou 
génomique ? 
Pour le mécanisme du silencing, j’ai testé le rôle de PKR et de la RNaseL sans observer d’effet 
marqué. Des expériences préliminaires ne montrent pas non plus d’effet important suite au 
silencing de RIG-I et MDA5 (données non présentées). L’explication la plus simple est que 
nous induisons une activation de l’ensemble de la voie interféron et donc que le silencing de 
chacun de ces acteurs séparément ne donne lieu qu’à une faible réponse. Une étude 
détaillée du niveau d’activation de chacune de ces voies permettrait de valider cette 
hypothèse tandis que leur silencing simultané devrait conduire à un effet plus marqué. Il 
reste néanmoins à comprendre pourquoi dans l’étude du groupe de P. Svoboda, la kinase 
PKR semble à elle-seule jouer un rôle déterminant dans le silencing non spécifique. Ce 
d’autant plus que les approches expérimentales sont très voisines, transfection au 
phosphate de calcium en cellules HEK 293, entre autres. On peut concevoir que la structure 
en tige-boucle présente en aval d’une région codante puisse être un meilleur activateur de 
PKR qu’un ARN double brin non traductible. Cependant, la longueur de la région tige-boucle 
introduite, 520 pb n’est pas sensiblement différente de celle des duplex qui peuvent se 
former dans nos expériences (~ 750 pb). Il faudrait donc supposer qu’en fonction du 
contexte, les ARN double brin sont de meilleurs activateurs des différentes classes de 
détecteurs d’ARN double brin présents dans la cellule et que nos duplex sont plus efficaces 
pour activer les  autres voies que PKR. 
L’observation la plus frappante de cette partie du travail est cependant la différence de 





ou génomique. Cette observation n’est pas nouvelle (Terenzi et al, 1999) et a été renouvelée 
par le groupe de P. Svoboda mais n’a pas fait l’objet d’études plus approfondies pour en 
définir les bases moléculaires. D’un côté, une telle distinction s’intègre de manière 
cohérente dans le contexte biologique d’une réponse antivirale. Si, au moins dans un 
premier temps, la cellule peut cibler spécifiquement les ARN « extérieurs au génome » ceci 
devrait permettre d’atténuer l’infection sans compromettre la viabilité cellulaire. D’un autre 
côté, une telle distinction suppose qu’il existe une marque spécifique de l’une ou l’autre 
classe de transcrits qui s’ajouterait ainsi aux signatures moléculaires des pathogènes. 
L’identification de cette marque constituerait un prolongement évident de cette partie de 
mon travail. Les données présentées montrent que la différence de sensibilité est très 
marquée entre les deux classes de transcrits et au moins en première analyse on peut 
s’attendre à ce que la marque moléculaire soit portée par une majorité de transcrits. Un 
premier élément d’orientation serait de rechercher dans quel compartiment cellulaire a lieu 
le silencing ; puisque les mécanismes évoqués appartiennent à la voie de l’interféron et sont 
principalement cytoplasmiques il a été implicitement supposé que le silencing non 
spécifique était lui aussi cytoplasmique mais ceci reste à valider. Des trois pistes évoquées 
plus haut, celle de la queue polyA est la plus facile à tester mais aussi la moins vraisemblable 
puisque les transcrits génomiques ont une distribution très large de la longueur de leur 
queue polyA. L’hypothèse d’une localisation cellulaire spécifique est assez facile à envisager 
dans le noyau mais devrait a priori être maintenue dans le cytoplasme si le silencing y a lieu. 
Aussi une différence dans la couverture protéique du transcrit apparaît comme l’hypothèse 
la plus plausible. Une purification des transcrits exprimés à partir d’un plasmide en 
transitoire ou après intégration dans le génome suivie d’une analyse en spectrométrie de 
masse parait donc s’imposer ; celle-ci pourrait être facilitée par l’incorporation dans le 
transcrit d’un motif permettant sa purification, des sites MS2 par exemple.  
Pour les expériences en clones stables, le premier message est la faiblesse de la régulation 
par les transcrits antisens. Si ceci n’était pas inattendu pour un transcrit exprimé en trans au 
vu du faible nombre d’exemple décrits, il est souvent supposé que l’expression en cis devrait 
être un mécanisme majeur de silencing. Or, même si nous avons observé un silencing dans 
les clones stables pStan, l’ampleur du silencing reste modeste. De plus, il n’existe pas de lien 





manière globale, les forts expresseurs antisens sont aussi les forts expresseurs sens. Une 
limitation déjà évoquée de l’approche utilisée est la proximité entre les deux promoteurs 
sens et antisens dans nos constructions. Néanmoins, la co-expression que nous observons 
indique que le conflit transcriptionnel n’est pas en soi un obstacle majeur à l’expression et, 
ce, même lorsque les deux unités de transcription sont très fortement exprimées. Cette 
conclusion est renforcée par l’absence de corrélation négative entre l’expression des deux 
gènes dans les expériences en transitoire. De même, on peut conclure que la possibilité de 
former un duplex d’ARN n’induit pas non plus un silencing très fort, toujours dans des 
conditions de forts niveaux d’expression. Ceci est à replacer dans le contexte des données 
génomiques où le transcrit antisens est souvent exprimé à des niveaux nettement plus 
faibles que le transcrit sens. Ainsi, il apparaît qu’en l’absence de mécanisme spécifique 
comme le recrutement de complexes modificateurs de la chromatine, la transcription 
antisens n’est pas un obstacle majeur à l’expression d’un gène même si elle est susceptible 
d’en moduler l’expression. De fait, l’hypothèse retenue pour expliquer le silencing dans les 
clones stables pStan est celle d’un conflit transcriptionnel par la transcription antisens qui 
recouvre le promoteur mais il resterait à établir ce mécanisme. La difficulté vient de notre 
connaissance partielle de la terminaison de la transcription. La stratégie utilisée 
habituellement d’introduire un site de polyadénylation n’est évidemment qu’un moyen 
indirect de provoquer la terminaison de la transcription en fonction des caractéristiques de 
l’élongation au-delà de ce site. Aussi pour exploiter cette stratégie il conviendrait d’éloigner 
les deux promoteurs de la construction afin de laisser suffisamment de séquence en aval du 
site de polyadénylation pour que la transcription s’arrête avant de recouvrir le promoteur. Il 
est aussi possible que le choix du promoteur CMV soit en partie à l’origine de la faiblesse des 
effets observés. En effet, ce promoteur fort d’origine virale est peut-être plus résistant à de 
telles régulations que la majorité des promoteurs cellulaires. De ce point de vue l’utilisation 
de deux promoteurs régulés indépendamment et dont le niveau d’expression soit 
contrôlable de manière graduelle pourrait permettre d’explorer dans quelles conditions 
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